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RESUMO 
O glicerol surge naturalmente no organismo, com uma concentração plasmática de 
aproximadamente 0,02 mg/mL. A lipólise dos triglicéridos, que ocorre nas células gordas, 
produz a maioria do glicerol endógeno.  
A administração de glicerol foi proibida pela Agência Mundial Antidopagem (AMA) 
em 2010, sendo incluído na lista de substâncias proibidas (S5 Diuréticos e Outros Agentes 
Mascarantes) e classificado como um expansor do volume plasmático. Desta forma, o 
glicerol pode ser usado pelos atletas para mascarar os parâmetros sanguíneos. Em 2013, 
foi publicado pela AMA o valor a partir do qual o glicerol é considerado dopante, sendo este 
valor limite de 1 mg/mL.  
Para os laboratórios de análises de dopagem é necessária a detecção desta 
substância proibida, a partir de matrizes biológicas, preferencialmente de amostras de urina 
provenientes de atletas. A falta de métodos de detecção e quantificação de glicerol faz com 
que a sua ingestão não seja controlada. Por este motivo, existe uma grande necessidade 
de desenvolver métodos eficazes que permitam a detecção do glicerol, para que o espírito 
desportivo não seja posto em causa, mantendo a igualdade entre os atletas, na 
competição.  
O objectivo desta dissertação de mestrado foi estudar os efeitos que o glicerol 
provoca no organismo, levando ao aumento da performance desportiva e, por forma a 
responder às necessidades do Laboratório de Análises de Dopagem, foi desenvolvido um 
método qualitativo e quantitativo de glicerol em urina, por GC/MS, sendo feita, 
posteriormente, a sua validação. 
A validação provou que o método é linear entre 20 – 200 µg/mL, tendo um LD de 
6,3 µg/mL e um LQ de 20 µg/mL. O método possui uma precisão de 5,97 % e uma 
exactidão de 2,05 %. A recuperação da fase de extracção apresentou-se baixa, sendo esta 
de 2,4 % para a gama 50 µg/mL e de 2,3 % para a gama 100 µg/mL. Este parâmetro foi o 
que requereu o maior cuidado durante a validação, no entanto, após várias pesquisas, o 
LAD decidiu aceitar esta recuperação, visto que, os outros parâmetros da validação 
apresentaram uma boa performance. Os resultados obtidos na recuperação não colocam 
em causa a aplicação deste método, como se pode verificar nos resultados obtidos nos 
ensaios interlaboratoriais. 
 
Palavras-chave: Glicerol, Agente Mascarante, Expansor Plasmático, Dopagem. 
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ABSTRACT  
Glycerol appears naturally in human organism, with a normal plasma concentration 
of approximately 0.02 mg/mL. The lipolysis of triglycerides, wich occurs in fat cells, is the 
main source of endogenous glycerol. 
The administration of glycerol has been prohibited by the World Anti-Doping Agency 
in 2010, because its use leads to plasma volume expansion. Therefore, it may theoretically 
be used to mask blood manipulation by an athlete. It is classified as a plasma volume 
expander (S5 Diuretics and Other Masking Agents). In 2013, it has been designated as a 
Threshold Substance, with a threshold value of 1 mg/mL.  
 For doping analysis laboratories, it is necessary to detect this prohibited substance 
from biological matrices, preferably from urine samples provided by the athletes. Due to 
this, there is a great need to develop effective methods that allow the quantification of 
glycerol, so that sportsmanship  isn’t  questioned  and  equality among athletes in competition 
is maintained. 
The aim of this thesis is to study the effects of glycerol in the organism, which leads 
to increased athletic performance. And, in order to meet the needs of Doping Analyses 
Laboratory, a new qualitative and quantitative method of glycerol in urine was developed, 
by GC/MS, being, posteriorly, submitted to validation. 
The validation has shown that the method is linear between 20 – 200 µg/mL, having 
a LD of 6.3 µg/mL and a LQ of 20 µg/mL. The method itself has a precision of 5.97% as 
well as an accuracy of 2.05%. The recovery of the extraction phase was low, presenting the 
value of 2.4% for the 50 µg/mL range and 2.3% for the 100 µg/mL range. This parameter 
has required the utmost care during validation, however, after several researches, the LAD 
decided to accept this recovery, since the other parameters of the validation were showing 
a good performance. The results obtained in the recovery do not call into question the 
application of this method, as demonstrated in the results obtained in laboratory tests. 
 
Keywords: Glycerol, Masking Agent, Plasma Expander, Doping. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. DOPAGEM: CONCEITO E ASPECTOS HISTÓRICOS 
O conceito dopagem pode ser definido como a tentativa de melhorar o desempenho 
desportivo, principalmente a nível da força e da resistência. Esta melhoria pode ser 
conseguida por administração de medicamentos e/ou outros compostos biologicamente 
activos, ou ainda pela aplicação de métodos proibidos, como por exemplo, as transfusões 
sanguíneas (Hofmann et al., 2010). 
A Agência Mundial Antidopagem (AMA) estabeleceu um código mundial 
antidopagem (“World  Anti-Doping  Code,”  2009) onde define o que é a dopagem e quais os 
critérios para que uma substância ou método possam ser considerados como dopantes, 
sendo necessário que pelo menos dois dos seguintes critérios estejam presentes: 
A definição de dopagem vem descrita nos artigos 1 e 2 do mesmo código. O 
primeiro artigo afirma: “A  dopagem  é  definida   como  uma  ou  mais   violações  das   regras  
antidopagem  mencionadas  no  artigo  2.1  ao  artigo  2.8  do  código”.  O  artigo  2  enumera  quais  
são as violações das regras antidopagem:  
2.1. A presença duma substância proibida, dos seus metabolitos ou dos seus 
marcadores. 
2.2. O uso ou a tentativa de uso duma substância ou método proibido. 
2.3. A recusa ou a falta sem justificação à recolha de amostras depois duma 
notificação, em conformidade com os regulamentos antidopagem em vigor, ou ainda evitar 
a recolha de amostras.  
2.4. A indisponibilidade dos desportistas para os controlos e o incumprimento 
aquando o fornecimento de informações de localização, por parte dos atletas. 
2.5. A falsificação, ou todas as tentativas de falsificação, de qualquer elemento do 
processo de recolha ou de análise de amostras.  
1. Ter potencial para melhorar ou melhorar efectivamente o rendimento desportivo;
2. Constituir um risco para a saúde do atleta;
3. A sua utilização violar o espírito desportivo.
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2.6. Posse de substâncias ou adopção de métodos proibidos.  
2.7. O tráfico ou tentativa de tráfico de qualquer substância ou método proibido. 
2.8. A administração ou tentativa de administração duma substância ou de um 
método proibido a um desportista, ou a assistência, o encorajamento, a contribuição, a 
instigação, a dissimulação ou qualquer outra forma de cumplicidade envolvendo a violação 
duma regra antidopagem.  
É da responsabilidade da AMA o combate ao consumo de substâncias proibidas no 
âmbito desportivo, sendo apresentado de seguida um breve resumo histórico sobre a 
dopagem e o seu controlo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Há 5000 anos
•Alguns médicos chineses recomendavam o uso de Ma Huang (extracto de ephedra)
para provocar um aumento na performance desportiva.
Século 3 a.C.
•Consumo de estricnina em doses que promovem a estimulação.
•Consumo de cogumelos alucinogénicos para reforçar a força antes dos jogos.
Em 1886
•No Tour de France de ciclismo, Linton morre durante a competição em Bordeau, sob
o efeito de cocaína e heroína.
Século XIX
•Estricnina, cocaína, cafeína e álcool eram usados frequentemente por ciclistas e
outros atletas.
Em 1904
•Thomas Hicks vence a maratona nos Jogos Olímpicos de St. Louis sob o efeito de
estricnina e álcool.
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Com o passar do tempo, observa-se que alguns dos agentes de estimulação mais 
antigos e mais potentes, como por exemplo, as anfetaminas, quase desapareceram do 
mundo do desporto. Isto deve-se ao facto de estas substâncias serem facilmente 
detectadas nos controlos antidopagem. Em alternativa, outras substâncias menos 
eficientes, tais como a cafeína, foram utilizadas, até serem incluídas nas listas de 
substâncias proibidas da AMA. Em alguns casos, até fármacos não testados e não 
aprovados, como o bromantane e carfedon, foram administrados para contornar os 
controlos positivos de dopagem (Hofmann et al., 2010). 
1.1.1. DOPAGEM E FRAUDE 
O desportivismo implementa a ideia de fair play e da integridade de todos os 
membros da comunidade desportiva. A dopagem viola os princípios mais básicos do fair 
play. O atleta não-dopado pode sofrer desvantagens financeiras, sociais, e provavelmente, 
profissionais, para além da decepção pessoal, ao perder uma competição contra um atleta 
Em 1930
•Síntese de anfetaminas que vem substituir o consumo de estricnina pelos atletas.
Em 1960
•Kurt Jensen, ciclista dinamarquês, morre devido a uma overdose de anfetaminas,
nas Olimpíadas de Roma.
Em 1966
•O Comité Olímpico Internacional (COI) redigiu a primeira lista de substâncias
proibidas no desporto.
Em 1968
•Primeiras análises de dopagem, nos Jogos Olímpicos de Verão que decorreram
na cidade do México.
Em 1999
•O IOC em conjunto com federações internacionais e entidades governamentais
criaram a Agência Mundial Antidopagem (Alves, 2012; Cavalcanti, 2013; Neto,
2001).
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que aumentou artificialmente a sua performance. Consequentemente, a dopagem deve ser 
considerada como fraude e os direitos dos atletas, que se dedicam ao desporto limpo e 
justo, devem ser protegidos (Thevis, 2010). 
1.1.2.  DOPAGEM E SAÚDE 
As práticas de dopagem podem comprometer a saúde física e mental dos atletas. 
Portanto, a saúde e a segurança têm sido os aspectos mais importantes da luta contra a 
dopagem. Inúmeros artigos foram publicados com relatos de casos com consequências 
graves, ou até mesmo fatais, devido ao abuso de drogas no desporto (Thevis, 2010). 
1.1.3. DOPAGEM E ÉTICA  
Segundo a AMA a dopagem contradiz categoricamente o espírito do desporto. Este 
problema também tem sido avaliado de forma ética e todos os valores atribuídos ao espírito 
desportivo têm sido objecto de considerações éticas. Fair play, honestidade, carácter, 
educação e a virtude dos atletas são parte integrante da pedagogia do desporto e ética 
pedagógica, que é complementada por vários outros aspectos da ética no desporto sobre 
a saúde e a exploração do corpo humano (ou animal), bem como o respeito pelas regras, 
leis, e outros participantes. A violação dos princípios éticos não é aceitável no desporto e 
o seu incumprimento é considerado como dopagem (Thevis, 2010). 
1.2. ACTIVIDADE DE UM LABORATÓRIO DE ANÁLISES DE 
DOPAGEM 
O LAD é a entidade responsável pelas análises de controlo de dopagem em 
Portugal. É financiado pelo Instituto Português do Desporto e Juventude (IPDJ), iniciou a 
sua actividade em 1980, tendo obtido a acreditação pelo Comité Olímpico Internacional em 
1987 e pela AMA, em 2002. O LAD adoptou a Gestão da Qualidade como parceira na luta 
contra a dopagem em Portugal e na defesa do praticante desportivo. Esta parceria foi, em 
Junho de 2001, selada com a acreditação de acordo com a norma NP EN ISO/IEC 17025, 
constituindo, assim, um dos primeiros laboratórios de análises de dopagem a nível mundial 
a atingir tal qualificação (Web page, ADOP). 
As análises de dopagem apenas podem ser feitas em laboratórios acreditados pela 
AMA. Estes laboratórios são rigorosamente avaliados e auditados, sendo obrigatório 
possuir uma acreditação dos organismos nacionais de acreditação. No caso português, o 
LAD tem de ser acreditado pelo Instituto Português da Acreditação – IPAC, e outra 
acreditação da própria AMA. Os agentes dopantes e seus metabolitos são identificados 
usando critérios extremamente restritos para uma identificação rigorosa. As actuais regras 
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de controlo antidopagem aplicadas no desporto declaram que um caso é considerado 
positivo aquando da detecção evidente de uma molécula proibida e/ou qualquer dos seus 
metabolitos em urina ou sangue (Rivier, 2000).  
Nas listas de substâncias proibidas apenas cerca de 130 compostos são citados 
como exemplos. Se nos referirmos a substâncias capazes de melhorar desempenhos 
físicos, directa ou indirectamente, mais de 1000 produtos químicos, em teoria, podem ser 
considerados (Rivier, 2000). 
Os procedimentos de colheita de amostras devem ter em consideração tanto os 
aspectos técnico-científicos, como os legais: 
x A saúde do indivíduo sob avaliação deve ser salvaguardada. 
x A incorrecta rotulagem, contaminação ou troca de amostras têm que ser evitadas. 
x Os direitos das partes interessadas, geralmente o proprietário e/ou treinador de um 
animal, um desportista ou equipa desportiva devem ser salvaguardados contra o 
erro possível do analista (Moffat et al., 2005). 
As amostras biológicas têm de ser colhidas segundo as normas restritas da cadeia de 
custódia. Cada amostra será bipartida em: amostra A e amostra B. Em primeiro lugar, a 
amostra A é usada para fazer todas as triagens laboratoriais. Nesta fase, é feita uma 
estimativa da concentração de determinados analitos, visto que, para algumas substâncias, 
a sua presença é permitida, até determinada concentração. Se os resultados da análise da 
amostra forem negativos após todas as triagens disponíveis, a análise é dada por 
terminada.   Após   a   identificação   de   uma   amostra   “A”   suspeita,   seguem-se ensaios de 
confirmação focados especificamente para análise de identificação inequívoca e 
quantitativa do analito para o qual a amostra é suspeita. Uma amostra é positiva caso o 
procedimento de confirmação prove a existência de analitos em condições consideradas 
dopantes, segundo a Lista de Substâncias e Métodos Proibidos publicada pela AMA. Caso 
contrário, a   amostra   é   negativa.   A   amostra   “B”   quando   chega   ao   laboratório é 
imediatamente armazenada a -20 ºC. Esta amostra apenas  é  analisada  se  a  “A”  for positiva 
para alguma substância proibida. As amostras, no desporto humano, são normalmente 
colhidas pelas   Agências   Nacionais   Antidopagem   (NADO’s)   ou   pelas   Federações  
Internacionais. 
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1.2.1. EQUIPAS DE TRIAGEM E CLASSES DE 
SUBSTÂNCIAS 
Os laboratórios de análises de dopagem acreditados pela AMA dividem as substâncias 
pelas diversas triagens, consoante as semelhanças químicas entre as moléculas, ou seja, 
as substâncias são divididas por classes de substâncias: 
x Triagem I - pesquisa de substâncias dopantes voláteis pertencentes às classes dos 
estimulantes e narcóticos. Faz a pesquisa de compostos orgânicos voláteis, básicos 
e azotados excretados na forma livre recorrendo à análise por cromatografia gasosa 
com detector de azoto e fósforo (GC/NPD) (Antunes, 2012). 
x Triagem II – pesquisa de compostos pertencentes às classes dos estimulantes, 
narcóticos, E-bloqueadores e E2-agonistas. Faz a pesquisa de compostos 
orgânicos pouco voláteis e básicos, excretados sob a forma livre e/ou conjugada, 
por cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa em modo de SCAN 
(Lourenço, 2013). 
x Triagem III - Pesquisa de substâncias dopantes termolábeis, incluindo 
corticosteróides e tetrahidrogestrinona, por cromatografia líquida com detecção por 
espectrometria de massa/massa (LC/MS/MS) (J. Ruivo, 2011). 
x Triagem IVa - pesquisa de esteróides anabolisantes androgénicos, narcóticos, E-
agonistas, canabinóides, estimulantes, diuréticos e agentes mascarantes, por 
cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa em modo SIM 
(Salema, 2010). 
x Triagem V - pesquisa de substâncias da classe dos diuréticos e agentes 
mascarantes, por LC/MS/MS, com detector de Ion Trap (P. Ruivo, 2011). 
x Triagem VIa - pesquisa de metabolitos da cocaína e hidroxietilamido (HES), 
utilizando técnicas de imunoensaio (Moniz, 2012). 
x Triagem VIb - pesquisa de gonadotrofina coriónica humana (hCG), por técnicas 
imunométricas quimioluminescentes (Moniz, 2009). 
x Triagem VIc - pesquisa de hormona de crescimento humana (hGH), em soro 
humano, por técnica imunoluminométrica diferencial (ILMA) (Moniz, 2010). 
x Triagem VII - executa as análises bioquímicas sanguíneas e afins, bem como o 
passaporte biológico, destinadas a apoiar as acções desenvolvidas pelos 
organismos e entidades competentes, na preparação dos praticantes desportivos, 
designadamente os de alta competição (Pereira, 2013). 
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x Triagem VIII – determinação qualitativa das eritropoietinas urinárias endógena e 
recombinantes (epoietina alfa e beta, darbopoetina alfa e MirCera), utilizando 
focalização isoeléctrica e duplo blot, seguido de detecção por quimioluminescência 
(Tavares, 2013). 
1.2.2. SELECÇÃO DA MATRIZ PARA ANÁLISE 
1.2.2.1. URINA 
Analiticamente, a urina é a amostra principal de controlo de dopagem e, as janelas 
de tempo de detecção dos diferentes compostos são determinadas pela sua 
farmacocinética. O conhecimento detalhado sobretudo da biotransformação e excreção de 
compostos proibidos é, portanto, essencial em controlo de dopagem. Muitas vezes, os 
metabolitos farmacologicamente irrelevantes são pesquisados em detalhe para permitir a 
detecção a longo prazo do abuso de substâncias proibidas (Hofmann et al., 2010).  
A urina é o fluido biológico de eleição para todas as substâncias a controlar. A sua 
recolha é não-invasiva, está geralmente disponível em quantidade suficiente para a análise 
de triagem e posterior confirmação e quantificação. A substância pode estar presente na 
forma livre, conjugada ou na forma dos seus metabolitos (Moffat et al., 2005). A principal 
vantagem da urina em relação ao sangue, no controlo de dopagem, deve-se ao facto da 
janela de detecção da maioria dos compostos na urina ser maior que no sangue, o que 
permite a detecção por períodos de tempo maiores.  
A urina é colhida, quase sempre, por micção espontânea. No entanto, é necessário 
especial cuidado com o modo de obtenção desta amostra e as possíveis alterações da 
mesma. A troca de amostras é claramente uma possibilidade que deve ser evitada e é 
necessário um cuidado especial, devido aos direitos de privacidade dos atletas, sendo que 
há sempre um risco de manipulação que deve ser considerado. As amostras de urina 
devem ser recolhidas sob a supervisão de um médico. A amostra é selada pelo atleta, ou 
pelo médico, se o atleta assim o desejar. Tem sido reportado que alguns atletas colocam 
uma falsa bexiga de borracha,  contendo  urina   “limpa”,  debaixo do braço, ligada por um 
tubo que promove uma descarga de urina negativa. Alguns tratadores de cavalos, que são 
responsáveis pela colheita das amostras de urina dos seus animais, foram descobertos a 
trocar as urinas de equídeos pela sua própria urina. Também foi reportado um caso, em 
que houve uma substituição de uma amostra de urina de cavalo por cerveja. Incidentes 
como estes sublinham a importância de assegurar um fiável processo de colheita. A 
presença de quantidades estimáveis de nicotina, cotinina, cafeína e ácido úrico na urina, 
pode auxiliar no despiste entre uma amostra humana e animal (Moffat et al., 2005).  
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1.2.2.2. SANGUE 
A principal vantagem do sangue como amostra para análise deve-se ao facto de 
ser mais fácil salvaguardar a autenticidade e integridade da mesma, porque normalmente 
é recolhida por um médico ou um veterinário com isenção e experiência no procedimento. 
Além disso, certas drogas que não são excretadas na urina em quantidades detectáveis, 
podem ser detectadas no sangue, sendo estas mais facilmente interpretadas do que as da 
urina pois permitem tirar conclusões acerca da concentração no momento da colheita e os 
seus efeitos dopantes. A urina é uma matriz que reporta a presença de determinada 
substância, podendo tirar conclusões através do tempo de semi-vida da molécula mãe e 
dos seus metabolitos (Moffat et al., 2005). 
O sangue é raramente recolhido de animais devido à relativa facilidade de recolha 
de amostras de urina. Nos seres humanos, o sangue já é colhido rotineiramente por 
algumas federações ou  pelas  NADO’s no âmbito da estratégia do passaporte biológico 
(Moffat et al., 2005).  
O passaporte biológico, antes de 2014, apenas estudava o perfil hematológico do 
atleta. A partir do início deste ano, passou-se a fazer também um perfil esteroidal. O 
passaporte biológico é uma nova abordagem na luta contra a dopagem, uma vez que é 
uma metodologia indirecta, visto que não se procura uma substância em particular, mas 
sim a resposta biológica a algo que tomou ou a alguma técnica a que se sujeitou, como por 
exemplo, uma transfusão. É feita uma recolha de sangue, ao longo de determinado período 
de tempo, sendo possível definir, desta forma, um perfil biológico normal do atleta, em 
termos de hemoglobina, hematócrito, reticulócitos e valor de offscore (índice de 
estimulação a nível da medula óssea). As colheitas são feitas fora de competição, de forma 
estratégica, antes e após as competições. Caso o perfil hematológico do atleta sofra 
desvios significativos sem que exista uma razão justificável (e.g. operação cirúrgica, 
hemorragia, etc.) o atleta pode ser punido disciplinarmente por ter recorrido à utilização de 
um método ou substância proibida.  
O perfil esteroidal define-se como uma caracterização da produção endógena 
normal de esteróides anabolizantes pelo atleta. Este perfil é característico do indivíduo de 
acordo com a sua raça, idade e metabolismo.  
1.2.2.3. SALIVA 
A saliva nunca é usada em qualquer espécie de testes de despiste de drogas no 
desporto, mas actualmente é cada vez mais usada em testes de despiste de drogas no 
local de trabalho bem como no controlo da condução sob a influência de compostos 
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psicoactivos, ou seja no âmbito da toxicologia ocupacional e forense (Moffat et al., 2005; 
Lei nº 18/2007 de 17 de Maio).  
As principais desvantagens da saliva consistem na dificuldade de obtenção de um 
volume adequado e, poucos agentes dopantes estarem presentes numa concentração 
maior do que no plasma (Moffat et al., 2005).  
1.2.2.4. CABELO 
A análise de amostras de cabelo para determinar a frequência do uso de drogas 
não é usada no controlo de análises de dopagem. 
A taxa de incorporação das substâncias em cabelos loiros ou cinzentos é menor do 
que no cabelo de cor escura, levantando a questão da igualdade dos indivíduos perante 
os controlos, tornando-se uma questão muito importante para os órgãos desportivos. A 
frequência de corte de cabelo e cortes de cabelo curtos necessários para ganhar 
velocidade em desportos específicos, como a natação, são outros factores críticos. Por 
outro lado, ainda existem outras desvantagens em relação ao uso do cabelo como matriz 
em análises de dopagem, tais como, o crescimento de cabelo irregular, associado ao efeito 
de lavagem por meio de vários processos e coloração durante intervalos de tempo 
alargados, que pode causar alterações de concentração. Até agora, uma minoria de 
substâncias proibidas pode ser detectada no cabelo com a sensibilidade e especificidade 
necessária, no contexto das actividades do desporto. As limitações relativamente à 
utilidade da análise de cabelo em análises de controlo de dopagem são óbvias, sendo 
necessários mais estudos feitos com esta matriz para verificar a sua utilidade com este fim 
(Rivier, 2000). 
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1.3. SUBSTÂNCIAS E MÉTODOS PROIBIDOS NO DESPORTO 
A AMA publica anualmente uma lista de substâncias e métodos proibidos em 
desporto. Nessa lista as substâncias estão divididas da seguinte forma: 
 
 
 
 
 
Substâncias proibidas a todo o tempo (em e fora de competição) – S1 a S5
•S1. Agentes anabolizantes
•S2. Hormonas peptídicas, factores de crescimento e substâncias relacionadas
•S3. β-2 Agonistas
•S4. Antagonistas hormonais e moduladores
•S5. Diuréticos e outros agentes mascarantes
Substâncias proibidas apenas em competição – S6 a S9
•S6. Estimulantes
•S7. Narcóticos
•S8. Canabinóides
•S9. Glucocorticoesteróides
Substâncias proibidas em desportos particulares – P1 e P2
•P1. Álcool
•O álcool é proibido apenas em competição e em alguns desportos. O limite para que
seja considerada dopagem corresponde a uma concentração de álcool no sangue de
0,10 g/L.
•P2. β-bloqueantes
•Salvo indicação em contrário, os β-bloqueantes são proibidos somente em
competição, em alguns desportos.
Métodos proibidos – M1 a M3
•M1. Manipulação de sangue e dos componentes sanguíneos
•M2. Manipulação química e física da amostra de urina
•M3. Dopagem genética
TABELA 1– TABELA REPRESENTATIVA DAS SUBSTÂNCIAS E MÉTODOS PROIBIDOS PUBLICADA PELA AMA 
(WADA, 2013). 
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1.3.1. AGENTES MASCARANTES 
A lista de substâncias proibidas no desporto inclui um grupo (S5) “diuréticos  e  outros  
agentes   mascarantes”, proibidos tanto dentro como fora de competição. Este grupo é 
constituído por uma série de compostos, com grandes diferenças nas estruturas químicas 
e actividades biológicas. Os agentes mascarantes não aumentam o rendimento desportivo, 
mas podem ser indevidamente utilizados no desporto, com o objectivo de mascarar a 
administração de outros agentes dopantes (Hofmann et al., 2010). Este grupo inclui 
diuréticos, epitestosterona, probenecide, inibidores da 5α-redutase e expansores de 
plasma (WADA, 2013). 
1.3.1.1. EXPANSORES PLASMÁTICOS  
Os expansores plasmáticos são proibidos pela AMA, devido à sua promoção de 
retenção de líquidos no espaço vascular, causando um efeito de hemodiluição. A 
hemodiluição pode reduzir a concentração de substâncias dopantes no sangue, para um 
nível que pode ser insuficiente para que seja possível a sua detecção. Também pode 
auxiliar o atleta, ao tentar evitar a deteção de práticas de dopagem, que mascaram 
artificialmente o aumento da concentração de hemoglobina (Hb) e hematócrito (Hct), para 
um nível que pode ser considerado natural (Van Rosendal & Coombes, 2012). 
Os expansores do volume do plasma são muito estudados e vários compostos 
foram incluídos nesta classe de substâncias, tais como a goma-arábica, gelatina coloidal, 
polivinilpirrolidona, dextrano, hidroxietilamido e albumina.  
O estudo destes compostos foi iniciado no final do século XIX, e as primeiras 
aplicações medicinais de expansores de volume foram relatadas em 1915, quando a 
gelatina coloidal foi utilizada para o tratamento de choque hipovolémico. Nas décadas 
seguintes, a administração do expansor plasmático foi igualmente recomendada para a 
hemodiluição, o tratamento de queimaduras, a gestão da circulação sanguínea capilar 
alterada e para a criopreservação dos eritrócitos armazenados (Thevis, 2010). Estes 
compostos são clinicamente utilizados para expandir o volume do plasma sanguíneo, o 
que é importante em algumas situações clínicas de urgência, tais como a hipovolémia 
aguda ou choque por hemorragia, por exemplo, em cirurgia (Hofmann et al., 2010). 
Devido ao facto de no passado algumas federações de desportos de resistência, 
como o ciclismo, ski, cross country, entre outros, não permitirem que os atletas 
competissem com altos níveis de Hct e Hb, alguns atletas utilizavam expansores de plasma 
para tentar mascarar os benefícios obtidos com a administração de eritropoietina ou 
transfusões de glóbulos vermelhos concentrados. O objectivo é reduzir temporariamente 
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os valores do hematócrito e/ou da hemoglobina, que são testados por essas federações 
para dar a autorização ao atleta de competir. Os expansores de plasma podem ser 
utilizados também para melhorar o desempenho em situação de desidratação. Este grupo 
de substâncias foi incluído na lista de substâncias proibidas, do Comité Olímpico 
Internacional, em 2000, e são mantidos lá, até agora, pela AMA. Os primeiros relatos que 
envolvem a detecção do uso de expansores de plasma no desporto veio do Campeonato 
Mundial de ski, em Lahti, na Finlândia, em 2001 (Hofmann et al., 2010). 
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2. GLICEROL 
O glicerol, também denominado de glicerina ou propano-1,2,3-triol, é um poliol, cuja 
fórmula molecular é C3H8O3, com massa molar de 92,09 g/mol (Martindale, 2002). 
 
 
 
 
 
 
 
Substância líquida límpida, incolor ou quase incolor, muito higroscópica, é um 
líquido xaroposo e untuoso ao toque com um ligeiro odor característico, que não é 
desagradável. É miscível com água e com álcool, ligeiramente solúvel em acetona, 
praticamente insolúvel em éter, clorofórmio e óleos essenciais (Martindale, 2002). 
O avanço científico recente, em relação ao uso do glicerol por atletas, deve-se à 
adição do glicerol pela AMA à lista de proibições em 2010, na secção "Diuréticos e outros 
agentes mascarantes", devido aos seus efeitos como expansor plasmático (World Anti-
Doping Agency, 2010).  
A ingestão de glicerol tem sido usada como um auxiliador ergogénico (Nelson, 
Harmon, & Robergs, 2011). No âmbito desportivo, uma substância ergogénica pode ser 
definida como uma substância utilizada com a finalidade de melhorar o desempenho (Thein 
et al., 1995). A suplementação com glicerol pode ser considerada como um auxiliar 
ergogénico pelo facto de promover a hiper-hidratação do organismo, ou aumentar a água 
total corporal acima do normal, a fim de compensar os efeitos prejudiciais associados à 
desidratação, como a manutenção menos eficaz da temperatura e diminuição no 
desempenho físico (Nelson et al., 2011). 
Uma dificuldade com a proibição de glicerol no desporto é que ele ocorre tanto 
naturalmente no organismo, na molécula de triglicéridos, como em muitos alimentos, como 
adoçante, e outros produtos que os atletas poderão consumir inadvertidamente, como por 
exemplo, em xaropes, elixires e pomadas. (Rosendal & Coombes, 2012). A decisão da 
AMA foi esclarecida nas notas explicativas da lista de proibições de 2011: "A proibição de 
glicerol não se destina a evitar a ingestão desta substância que é comummente encontrada 
numa variedade de alimentos e produtos de higiene pessoal. Tal utilização, não irá resultar 
FIGURA 1- ESTRUTURA QUÍMICA DO GLICEROL. 
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num teste positivo para a substância proibida, sendo considerado positivo quando a sua 
concentração for maior que o valor limite estabelecido”  (World Anti-Doping Agency, 2011). 
2.1. BIOQUÍMICA / METABOLISMO 
O glicerol é produzido pelo organismo humano e distribuído intracelularmente em 
baixas concentrações. A concentração sérica de glicerol, em repouso, varia entre 0,05-0,1 
mM, no entanto, pode subir para níveis próximos de 0,3-0,4 mM, durante períodos de maior 
lipólise, por exemplo, em resposta a exercício prolongado ou restrição calórica (Rosendal 
& Coombes, 2012; Robergs & Griffin, 1998). 
O nível basal de glicerol num adulto é entre 0,05 e 0,1 mM (Lin, 1972). Os níveis de 
glicerol na mulher tendem a ser ligeiramente mais altos que no homem. Jejum prolongado, 
exercício, catecolaminas e teofilina podem elevar o nível de glicerol várias vezes. Pessoas 
obesas, com hipertiroidismo ou diabéticas têm frequentemente níveis de glicerol superiores 
ao intervalo considerado normal. Indivíduos diabéticos, durante o exercício, demostram 
uma anormal subida dos níveis de glicerol no soro. Todas estas alterações estão 
associadas com o estado da mobilização ou deposição da gordura, uma condição que se 
reflecte nos níveis séricos de ácidos gordos (Lin, 1972). 
Quando o glicerol é consumido oralmente, é rapidamente absorvido no trato 
gastrointestinal por difusão passiva. Isto ocorre maioritariamente no intestino delgado e, 
em menor extensão, através do estômago. Tem sido reportado que o glicerol é 
uniformemente distribuído entre todos os compartimentos líquidos, com a excepção do 
líquido cérebroespinal e do humor vítreo. Esta permeabilidade selectiva ao glicerol deve-
se às influências da barreira sangue-cérebro. Assim, o glicerol é uniformemente distribuído 
entre ambos os fluidos, intracelular e extracelular (Nelson & Robergs, 2007). 
O glicerol, depois de absorvido no tracto gastrointestinal, é extensamente 
metabolizado, principalmente no fígado, podendo ser utilizado na síntese de lípidos, 
metabolizado a glicose ou glicogénio, ou oxidado a dióxido de carbono e água. É excretado 
pela urina, na forma livre (Martindale, 2002). Cerca de 80 % do metabolismo do glicerol 
ocorre no fígado, sendo os restantes 10-20% metabolizados nos rins, dependendo da 
acção da enzima glicerol cinase e da sua disponibilidade. As enzimas que catalisam as 
reacções metabólicas do glicerol estão maioritariamente no fígado e nos rins, embora 
pequenas concentrações de glicerol cinase e glicerol desidrogenase tenham sido 
identificadas no sistema músculo-esquelético e na mucosa intestinal. A glicerol fosfato 
desidrogenase é predominantemente encontrada no músculo esquelético, no fígado e no 
tecido adiposo (Robergs & Griffin, 1998). Após a fosforilação do glicerol em glicerol-3-
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fosfato, catalisada pela glicerol cinase, existem duas possíveis vias para o metabolismo do 
mesmo: i) a via da gluconeogénese que consiste na oxidação do glicerol-3-fosfato, que é 
responsável por cerca de 70-90% do processo metabólico do glicerol, produzindo 
dihidroxiacetona fosfato pela acção da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase, com 
produção de uma molécula de glucose e uma de piruvato; ou duas de piruvato e duas 
moléculas de ATP, durante a glicólise; ii) a via de metabolização do glicerol-3-fosfato, que 
é responsável por cerca de 10-30% do processo metabólico do glicerol (Frank et al., 1981). 
 
A formação de glicerol livre no organismo pode ocorrer por desesterificação dos 
triacilgliceróis (triglicerídeos). O triacilglicerol desesterificado ocorre no tecido adiposo, 
músculo-esquelético, no fígado e, na circulação sanguínea. Os triglicerídeos presentes no 
tecido adiposo e no sangue contribuem com a maioria do glicerol circulatório (Robergs & 
Griffin, 1998). A forma de glicerol mais importante bioquimicamente é o glicerol-3-fosfato, 
que é um substrato da síntese de triacilglicerol, ao reagir com duas moléculas de ácidos 
gordos forma o fosfatidate. Com a ligação do 3º ácido gordo livre, forma-se um triglicerídeo 
(Robergs & Griffin, 1998). 
FIGURA 2 - REAÇÕES QUE ENVOLVEM A SÍNTESE DO GLICEROL E A SUA CONVERSÃO METABÓLICA (NELSON & 
ROBERGS, 2007; ROBERGS & GRIFFIN, 1998). 
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O glicerol é altamente gluconeogénico e o fígado é o principal responsável por este 
processo, correspondendo a pelo menos ¾ da capacidade total do organismo (Lin, 1972). 
Relativamente aos rins, o glicerol é filtrado e praticamente todo reabsorvido pelos túbulos 
renais até que uma concentração sérica de aproximadamente 0,15 mg/mL seja alcançada. 
Quando esta concentração é ultrapassada, o glicerol aparece na urina e causa uma diurese 
osmótica aproximadamente equivalente ao volume administrado (Frank et al., 1981). 
2.2. EFEITOS DA UTILIZAÇÃO DE GLICEROL PELOS 
DESPORTISTAS 
2.2.1. HIPER-HIDRATAÇÃO 
A importância da hidratação adequada para o atleta resulta das extensas modificações 
fisiológicas que acompanham a desidratação, incluindo: 
x Diminuição do débito cardíaco devido a uma redução no volume sistólico,  
x Diminuição da condutância vascular sistémica e cutânea diminuindo ainda mais a 
função cardiovascular e,  
x Redução na dissipação de calor devido à diminuição do fluxo sanguíneo muscular 
e das taxas de suor, o que resulta no aumento da temperatura corporal (Van 
Rosendal et al., 2009). 
A desidratação associada a uma redução do peso corporal (PC) em 1 a 2%, pode 
aumentar a temperatura corporal 0,2-0,3 °C, e diminuir significativamente o volume sistólico 
ou débito cardíaco. A perda de cerca de 2% do PC também se tem mostrado suficiente 
para reduzir a performance de resistência em ambas as condições de temperatura, suaves 
e quentes (Van Rosendal et al., 2009). 
Pensa-se que pelas propriedades hiper-hidratantes do glicerol, este possa ser usado 
para mascarar práticas dopantes no sangue. Uma vez que a concentração de hemoglobina 
é avaliada no sangue, após punção venosa, o estado de hidratação pode afectar o 
resultado. Por exemplo, uma pessoa que esteja desidratada em comparação com uma 
bem hidratada, a primeira terá uma concentração de hemoglobina superior relativamente 
à bem hidratada. O uso de glicerol pode reduzir artificialmente a concentração de 
hemoglobina e, assim mascarar no sangue, possíveis práticas de dopagem (Nelson et al., 
2011). 
O glicerol promove a hiper-hidratação por indução dum gradiente osmótico (Nelson et 
al., 2011). O glicerol é absorvido para todos os compartimentos fluidos, com a excepção 
do fluido cérebroespinal e do humor vítreo, causando um aumento da concentração do 
soluto dentro dos compartimentos em relação ao exterior, criando um gradiente osmótico. 
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Assim, existe uma tendência para os fluidos passarem para um espaço de maior 
concentração de soluto na tentativa de equilibrar as concentrações, dentro e fora dos 
compartimentos (Nelson & Robergs, 2007). No entanto, quando este gradiente não é criado 
e concentrações mais elevadas de glicerol são encontradas no compartimento extracelular, 
os fluidos são forçados a mover-se para este mesmo compartimento, seguindo o gradiente 
osmótico, causando desidratação intracelular e aumento do volume de sangue 
(Mohammad, 2010). Isto é, o glicerol como é um agente desidratante osmótico, a 
osmolalidade plasmática aumenta, resultando numa perda da água dos compartimentos 
intracelulares, que leva, por sua vez, a uma expansão do volume de fluido extracelular (Ver 
figura 3) (Martindale, 2002; Goodman  &  Gilman’s,  2008).  
 
Este aumento plasmático, chamado de hiper-hidratação, faz com que a viscosidade 
do sangue diminua e iniba a libertação de renina. Este efeito produz uma vasodilatação 
que, por sua vez, diminui a pressão arterial, a filtração, a eliminação de água e promove a 
retenção de líquidos (Goodman  &  Gilman’s,  2008). 
Em resumo, o mecanismo pelo qual o glicerol induz hiper-hidratação é 
provavelmente devido a um efeito directo sobre os rins, independente da resposta 
hormonal. Através de um aumento no gradiente de concentração medular no rim, a 
reabsorção de água é maior (Nelson & Robergs, 2007).  
FIGURA 3 - QUANDO O GLICEROL É INGERIDO, É CRIADO UM GRADIENTE OSMÓTICO, QUE PROMOVE A 
HIPER-HIDRATAÇÃO (NELSON & ROBERGS, 2007). 
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2.2.2. HEMODILUIÇÃO 
A razão para proibir o uso de expansores de plasma deve-se aos seus efeitos de 
diluição do plasma e, portanto, uma amostra de sangue diluído (hemodiluição), pode 
manipular os valores sanguíneos de agentes dopantes. Assim, a presença de expansores 
de plasma constitui uma prova coerente para acusar, proibir, aplicar sanções e punições 
para os atletas que estão dopados (Mohammad, 2010). A percentagem de hematócrito e 
a concentração de hemoglobina são usadas para calcular indirectamente o volume de 
plasma (Mohammad, 2010).  
 
 
 
 
 
 
 
 
2.2.3. TERMORREGULAÇÃO 
Nos estudos que mostraram alguns benefícios relativamente ao consumo de 
glicerol por atletas, constatou-se que os benefícios se encontravam relacionados com as 
alterações termorreguladoras e cardiovasculares. Isto inclui um aumento de volume 
plasmático e das taxas de suor, bem como uma redução da temperatura interna e da Taxa 
de Percepção do Esforço (RPE, do inglês, Rate of Perceived Exertion) (Van Rosendal et 
al., 2009).  
No que concerne às propriedades do glicerol como termorregulador, a hiper-
hidratação induzida pelo glicerol pode ajudar na manutenção duma hidratação adequada, 
mantendo a circulação de fluidos adequada no espaço vascular, isto é, o volume 
Dopagem Sanguínea
Expansores Plasmáticos 
e Agentes Mascarantes
Hemodiluição
Falsos Negativos
FIGURA 4 - DIAGRAMA REPRESENTATIVO DO EFEITO INDIRECTO PROVOCADO PELA MANIPULAÇÃO 
SANGUÍNEA DOS ATLETAS (MOHAMMAD, 2010). 
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plasmático. Deste modo, promove uma melhoria do fluxo sanguíneo da pele e a perda de 
fluido através da transpiração, resultando em dissipação de calor (Nelson et al., 2011). 
Rosendal et.al. fizeram uma compilação de vários estudos e mostraram os 
benefícios relacionados com a termorregulação originada pelo consumo de glicerol. Em 6 
dos 13 estudos que focam este aspecto, mostram benefícios relativamente ao aumento 
das taxas de suor, ao aumento das taxas sanguíneas no antebraço e na redução da 
temperatura rectal (Van Rosendal et al., 2009). Aumentos nas taxas de suor de 14-50 % 
foram observados em 4 dos 12 estudos que mediram a taxa de sudorese. Estes aumentos 
promovem uma diminuição da temperatura corporal devido a arrefecimento por 
evaporação. Dois dos 4 estudos demonstraram uma redução concomitante na temperatura 
corporal e um aumento da taxa de sudorese. A maior redução da temperatura corporal, 
aproximadamente 0,9 ºC, foi observada com um aumento na taxa de suor em cerca de 33 
%, em condições de calor seco (a 42 ºC, 25% de humidade relativa). No entanto, um outro 
estudo mostra um grande aumento nas taxas de suor, em cerca de 50%, após o consumo 
de glicerol, mas não apresenta reduções da temperatura rectal ou temperatura média da 
pele. Um dos motivos que pode explicar esta falha no aumento das taxas de suor, que 
promove a diminuição da temperatura corporal por arrefecimento evaporativo, deve-se ao 
facto da humidade se apresentar mais elevada neste estudo, em cerca de 63 % (Van 
Rosendal et al., 2009).  
Oito outros estudos não relataram nenhuma diferença na taxa de suor entre os 
grupos a que era administrado glicerol e o grupo controlo. Destes 8, 3 deles estudaram 
atletas que praticam exercício em condições ambientais relativamente termoneutras, um 
estudou exercício de curta duração, outro estudou exercício a uma intensidade 
relativamente baixa, e os restantes dois permitiram períodos de descanso durante os 
exercícios. Estes factores podem ter contribuído para esta manutenção das taxas de 
sudorese. Outra vantagem termorreguladora observada é o aumento do fluxo sanguíneo 
no antebraço, indicando um aumento da distribuição do volume de sangue circulante para 
a periferia. Este factor permitiria melhorar a dissipação de calor através da radiação, 
convecção e condução. Apenas um estudo mostrou que a manutenção do fluxo sanguíneo 
no antebraço após administração de glicerol ocorreu quando tanto a temperatura rectal e 
a temperatura da pele tendem a ser mais baixas, o que sugere a possibilidade de que o 
glicerol aumentou o arrefecimento por evaporação por meio deste mecanismo (Van 
Rosendal et al., 2009).  
A utilização de glicerol como um suplemento ergogénico, para melhores respostas 
na termorregulação através de hiper-hidratação e na retenção de líquidos, foi testada em 
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humanos. Um estudo apresentou uma diminuição da sensação de sede e desidratação, 
outros dois, uma diminuição da temperatura retal e, ainda outro, mostrou uma diminuição 
da frequência cardíaca e da taxa de percepção do esforço (RPE) (Easton C, Turner S, 
2007). Em contraste, alguns outros autores, não apresentaram melhorias significativas no 
desempenho atlético (Marino FE, Kay D, 2003; Magal, M., Webster, M. J. & Sistruck, 2003).  
Marino et al. avaliaram a eficácia do glicerol comparado com a hiper-hidratação com 
água usando um protocolo de intensidade variável no ciclismo sob condições de calor (34,5 
ºC) e humidade (60% de humidade relativa). Sete ciclistas ingeriram uma solução de 
1,2g/kg de glicerol misturada com 21 mL/kg de água aromatorizada ou placebo. O protocolo 
consistiu na medida da maior distância possível, percorrida pelos ciclistas, ao longo de 1h. 
A distância total pedalada pelo grupo placebo foi de 29,7 ± 5,7 km e de 28,9 ± 5,7 km pelo 
grupo que ingeriu a solução com glicerol (P> 0,05). A performance não foi diferente em 
nenhum momento, entre ambas as condições e as temperaturas rectais terminais foram 
39,0 ± 0,5 °C para o grupo placebo e 38,8 ± 0,7 °C para o grupo que ingeriu a solução de 
glicerol (P > 0,05). A frequência cardíaca foi maior para o grupo que ingeriu glicerol apenas 
durante os esforços de alta intensidade. A taxa de sudorese para o grupo com glicerol foi 
de 1,72 ± 0,28 I/h em comparação com 1,15 ± 0,29 I/h para o grupo placebo (P< 0,01). 
Deste estudo, concluiu-se que a hiper-hidratação com glicerol não teve vantagem 
significativa sobre a hiper-hidratação com água na performance ou na termorregulação 
durante 1h de exercícios (Marino FE, Kay D, 2003).  
Magal et al. realizaram um estudo em atletas que envolveu uma fase de reidratação 
de 90 minutos precedida por uma fase de hiper-hidratação e de exercícios. Os indivíduos 
consumiram em 15 minutos uma solução placebo, constituída por 2 mL de água 
aromatizada/ kg de PC ou uma solução de glicerol constituída por 2 mL de água com 
sabor/kg de PC, contendo 0,5 g de glicerol/kg de PC. Os atletas consumiram 9 mL de 
água/kg de PC a cada 15 minutos durante 90 minutos. Os resultados indicaram que o grupo 
placebo, que consumiu apenas água, apresentou maior retenção de líquidos do que o 
grupo  de  atletas  que  consumiram  glicerol  (p  ≤  0,05). Isto pode ter-se devido ao glicerol, 
uma vez que pesquisas anteriores já indicaram resultados não significantes para doses de 
glicerol de 0,5 g de glicerol/kg de PC, em comparação com 1,0 e 1,5 g de glicerol/kg de PC 
(Magal, M., Webster, M. J. & Sistruck, 2003). 
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2.2.4. BENEFÍCIOS CARDIOVASCULARES 
A hiper-hidratação pode ter um efeito positivo sobre as respostas cardiovasculares 
através de uma diminuição da taxa de batimento cardíaco, um aumento do volume sistólico 
e do débito cardíaco, o que pode afectar positivamente o desempenho (Nelson et al., 2011).  
Rosendal et al., na referida revisão, analisaram os efeitos cardiovasculares 
associados ao consumo de glicerol. Oito dos 17 estudos referidos mostraram benefícios a 
nível cardiovascular, incluindo reduções na frequência cardíaca durante o exercício, 
aumento do enchimento cardíaco e volume sistólico, e melhoria na manutenção do volume 
plasmático. Estes efeitos combinados indicam que uma hiper-hidratação atenua a tensão 
cardiovascular. Teoricamente, uma tensão cardiovascular reduzida permitirá um aumento 
na distribuição de oxigénio e nutrientes no organismo. A explicação mais provável para 
estes benefícios é que um fluido quando retido mantém a pressão arterial média e impede 
grandes reduções no plasma e nos volumes sistólicos que ocorrem com exercício 
prolongado (Van Rosendal et al., 2009). 
2.2.5. BENEFÍCIOS METABÓLICOS 
Para além de proporcionar benefícios ao nível da termorregulação e a nível 
cardiovascular, o glicerol pode aumentar a performance ao manter a glucose no sangue 
por meio de gluconeogénese hepática, diminuindo, desta forma, a utilização de glicogénio 
no fígado e no músculo durante o exercício. Também se demonstrou que o fígado humano, 
possuindo níveis elevados de glicerol cinase, não tem a capacidade glicogénica de 
converter rapidamente glicerol a glicose durante o exercício. Existem algumas evidências 
de que o glicerol em humanos pode contribuir com uma pequena quantidade de produção 
total de CO2 e aumentar a glucose no sangue (Bortz WM et al.,1972).  
2.2.6. AS CONDIÇÕES AMBIENTAIS  
Os efeitos prejudiciais da desidratação sobre os processos fisiológicos são maiores 
em ambientes termicamente stressantes.  
Gonzalez-Alonso et al. reportaram que, separadamente, a desidratação (-4% PC) e 
a hipertermia podem reduzir o volume sistólico em 7-8% e aumentar a resistência vascular 
sistémica em aproximadamente 2%. No entanto, a desidratação e a hipertermia em 
simultâneo, podem provocar um efeito sinérgico e reduzir o volume sistólico mais de 20% 
e, ainda podem, aumentar a resistência vascular sistémica em mais de 10%. Assim, este 
nível de desidratação num ambiente termicamente elevado pode comprometer o sistema 
cardiovascular e de termorregulação (Gonzalez-Alonso et al., 1997; Gonzalez-Alonso, 
1998).  
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Nos seis estudos que avaliaram a performance e que foram referidos na revisão 
feita por Rosendal et al., quatro deles apresentaram melhorias significativas depois da 
indução de hiper-hidratação com ingestão de glicerol, realizando exercício em condições 
de stress térmico de 30-35 °C e 30-60% de humidade relativa (Van Rosendal et al., 2009). 
Num estudo desenvolvido por Coutts et al. tentou avaliar-se a influência específica das 
condições ambientais no desempenho dos atletas, que completaram um triatlo após a 
ingestão de glicerol ou placebo e, foram submetidos a 2 condições ambientais distintas: 25 
°C, 52% de humidade relativa (ameno) e 30,5 °C, 46 % de humidade relativa (quente). O 
desempenho foi 1:47 min mais lento no dia quente comparativamente com o dia ameno, 
após o consumo de glicerol. Por sua vez, na condição placebo, o desempenho foi 11:40 
min mais lento no dia quente comparativamente ao dia ameno (Coutts et al., 2002).  
Em suma, com os estudos apresentados pode-se concluir que as condições ambientais 
influenciam a performance do atleta e, que uma hiper-hidratação induzida pelo glicerol em 
determinadas condições ambientais, leva a uma melhoria das condições fisiológicas do 
atleta.  
2.3. USO PROLONGADO DE GLICEROL 
A ingestão de glicerol tem sido associada com hiper-hidratação que se mantém por 
períodos de até 4 horas. O pico de hiper-hidratação é determinado pela relação entre o 
glicerol no plasma, a absorção de fluidos e a clearance. É difícil determinar quando ocorre 
o pico de hiper-hidratação, porque o tempo de medições de retenção de fluido varia 
acentuadamente entre os estudos realizados e publicados. Um estudo demostrou que é 
possível manter a hiper-hidratação com glicerol até 49 horas após a sua ingestão 
(Koenigsberg et al., 1995). 
Se o potencial benefício de uma ingestão única de glicerol diminui ao longo do 
tempo, pode ser necessário continuar a ingestão de glicerol de forma a manter uma 
concentração óptima no plasma. Koenigsberg et al. investigaram uma hiper-hidratação 
auxiliada pela ingestão de glicerol mantida por 49 horas, com uma gama de concentrações 
de glicerol entre 0,30–1,0 g glicerol/kg de PC durante determinado período de tempo. Os 
investigadores descobriram que a urina excretada diminuiu até aos 700 mL em 
comparação com o grupo controlo, o que prova a retenção de líquidos. Baseados nos 
resultados do estudo, Koenigsberg et al. concluíram que a hiper-hidratação induzida pelo 
glicerol pode ser mantida por várias horas (Koenigsberg et al., 1995). 
Para a hiper-hidratação, provocada pelo glicerol, ser prolongada, a água precisa ser 
consumida numa taxa idêntica ou maior da que é excretada. O glicerol pode auxiliar neste 
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processo, diminuindo a perda de água. No entanto, durante este tempo, o glicerol também 
teria de ser ingerido em taxas superiores à sua taxa de catabolismo/excreção. Apesar do 
estudo de Koenigsberg et al. demonstrar ser possível a hiper-hidratação prolongada com 
glicerol, (ou seja, > 4 horas), são necessários mais estudos que comprovem esta evidência. 
Van Rosendal et. al. desaconselham fortemente esta prática, uma vez que, teoricamente, 
aumenta o risco de hiponatremia (Van Rosendal et al., 2010). 
2.4. ESTUDOS DE FARMACOCINÉTICA / FARMACODINÂMICA DO 
GLICEROL 
Freund BJ et al. tentam explicar o processo de hiper-hidratação pelo glicerol como 
resultado de um aumento da osmolalidade plasmática, que por sua vez leva a um aumento 
da concentração plasmática da hormona antidiurética (ADH). A diminuição da 
concentração de ADH subsequente ao uso de glicerol para indução de hiper-hidratação, 
comparada com a hiper-hidratação induzida apenas com água, permitiria uma maior 
retenção de fluidos (Freund et al., 1995). Esta hipótese é difícil de provar, apesar das 
diferenças nas concentrações de ADH entre a hiper-hidratação por indução com glicerol e 
só com água serem fisiologicamente significativas. Freund et al. sugeriram que a 
reabsorção do glicerol pelos túbulos renais, independentemente da resposta hormonal, 
pode ser o mecanismo mais provável para a eficácia relativa do glicerol no aumento da 
retenção de fluidos. Como o glicerol é reabsorvido, o gradiente de concentração aumenta 
no ducto colector medular dos rins, o que leva a um aumento da reabsorção da água. Estes 
investigadores também apontaram outros mecanismos reguladores de fluidos, tais como a 
pressão sanguínea, a taxa de filtração glomerular, e outras hormonas diuréticas, mas estes 
não parecem ser factores de influência sobre o glicerol na retenção de água. 
Independentemente de como este processo ocorre, através de pequenas alterações da 
ADH no plasma ou um efeito directo nos rins, Freund et al. demonstraram que o glicerol 
reduz a taxa de clearance da água (Nelson et al., 2007). 
O excesso de ingestão de líquidos antes do exercício aumenta a capacidade 
termorreguladora, bem como o aumento do volume de plasma para manter o débito 
cardíaco. No entanto, uma hiper-hidratação antes do exercício é difícil, porque uma grande 
ingestão de líquidos é normalmente acompanhada por um aumento da diurese. A ingestão 
de bebidas que contêm glicerol origina um gradiente osmótico na circulação, que favorece 
a retenção de líquidos, assim facilitando a hiper-hidratação e prevenindo a desidratação. 
Alguns estudos têm demonstrado que o aumento de 1 L ou mais da água corporal é 
conseguido através da hiper-hidratação com glicerol (Van Rosendal et al., 2010). 
30 | P á g i n a  
 
É geralmente aceite que a hiper-hidratação do organismo antes da exposição a 
eventos de desidratação, por exemplo, em exercícios no calor, parece contrariar os efeitos 
prejudiciais da hipo-hidratação. No entanto, uma hiper-hidratação induzida, tanto seja, por 
água ou por uma solução de electrólitos de hidratos de carbono, é apenas transitória, 
devido à rápida depuração renal de fluido adicionado. Em contraste, tem sido demonstrado 
que a adição de glicerol no fluido ingerido pode induzir um estado de hiper-hidratação 
prolongado, atrasando a excreção renal do líquido (Melin et al., 2002). 
Riedesel et al. investigaram diferentes doses de glicerol [0,5; 1,0 e 1,5 g de 
glicerol/kg de peso corporal] ingeridas com uma quantidade adicional de água de 21,4 
mL/kg de peso corporal, para comparar a eficácia de cada dose na indução da hiper-
hidratação (Riedesel et al., 1987). Os autores concluíram que o fluido retido usando as 
doses de 1,0 e 1,5 g/kg de peso corporal foi similar, enquanto que a dose de 0,5 g/kg de 
peso corporal foi ineficaz. Baseando-se noutro estudo, a dose recomendada para a hiper-
hidratação com o glicerol é de 1,2 g/kg de peso corporal (Van Rosendal et al., 2010). 
Com uma única ingestão de glicerol, a concentração plasmática deste atinge um 
pico que, em seguida, diminui ao longo do tempo. Consequentemente, o gradiente 
osmótico induzido pelo glicerol atingirá o pico e depois diminui, resultando numa perda da 
hiper-hidratação. Quando o glicerol exógeno é introduzido no organismo, por infusão ou 
por ingestão, as concentrações de glicerol no plasma podem aumentar até um ponto onde 
o glicerol começa a aparecer na urina, que é descrito como um ponto de saturação. Estudos 
em animais têm apresentado este ponto de saturação no plasma com uma concentração 
entre 1,1 e 1,6 mmol/L (Nelson et al., 2011). 
2.5. UTILIZAÇÃO TERAPÊUTICA 
Clinicamente, o glicerol é usado para o tratamento do edema cerebral, resultante 
de acidente vascular cerebral isquémico agudo e para hiper-hidratação/reidratação 
aquando duma doença gastrointestinal aguda (Thevis, 2010). Apesar do glicerol no soro 
se equilibrar rapidamente com a maioria dos tecidos, o glicerol entra no cérebro (no fluido 
cérebroespinal e no humor vítreo), a fluxos extremamente lentos. Esta extensa distribuição 
do glicerol, juntamente com a elevada tolerância a este composto levou também ao seu 
uso tópico para o tratamento do glaucoma, devido à hipertensão intraocular (Lin, 1972; 
Martindale, 2002). 
O glicerol desempenha vários tipos de funções em formulações farmacêuticas, que 
incluem o uso como veículo e solvente, agente edulcorante, conservante em alguns 
medicamentos líquidos, e ajustador da tonicidade. Este é frequentemente incluído em 
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preparações tópicas, como gotas oftálmicas, cremes e loções como um lubrificante e 
também pelas suas propriedades hidratantes uma vez que, quando absorvido, a sua acção 
higroscópica pode aumentar a retenção de humidade. Soluções tópicas para a remoção 
do cerúmen do ouvido, muitas vezes contêm glicerol como um lubrificante e um agente de 
amolecimento. O glicerol também é usado como crioprotector e criopreservante 
(Martindale, 2002). 
2.6. EFEITOS ADVERSOS / TOXICIDADE DO GLICEROL 
O principal efeito adverso do glicerol deve-se à sua acção hiper-hidratante. Quando 
tomado por via oral pode causar dores de cabeça, náuseas e vómitos. Outros sintomas 
menos frequentes foram reportados, tais como, diarreia, sede, tonturas, confusão mental 
e arritmias cardíacas. O glicerol aumenta a osmolalidade plasmática e a consequente 
expansão do fluido extracelular. Se a sua administração for aguda (grande quantidade num 
curto espaço de tempo) pode levar à sobrecarga circulatória, edema pulmonar e falha 
cardíaca (Martindale, 2002). 
Num estudo realizado em ratos mantidos por 6 meses com 5% de glicerol na sua 
água para beber, uma ligeira lesão renal foi notada (Lin, 1972).  
Num outro estudo, coelhos foram intubados com 20 mL duma solução a 50% de 
glicerol, diariamente, durante 2 semanas. No final do ensaio foi observado um aumento 
para o dobro do colesterol sérico em relação aos valores antes do início do ensaio e 
alterações no arco da aorta, o que se assemelha ao que surge nos estados iniciais de 
aterosclerose (Lin, 1972).  
Estudos em humanos indicaram que a aplicação tópica de glicerol no olho pode 
provocar dano nas células endoteliais da córnea (Martindale, 2002). 
Também foi reportada uma perda temporária de audição num homem de 56 anos 
após a ingestão de 100 mL de glicerol e 100 mL de cloreto de sódio a 0,9% como parte de 
um teste de glicerol para a doença de Ménière (Martindale, 2002).  
Em condições adequadas e controladas, 50g de glicerol numa solução a 5% pode 
ser administrada por injecção intravenosa em humanos, sem sintomas adversos. Uma 
infusão intravenosa de 20% de glicerol pode produzir hemoglobinúria e dano renal (Lin, 
1972). 
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3.  INTRODUÇÃO 
Em toxicologia analítica é essencial a existência de métodos capazes de detectar, 
identificar e quantificar um determinado composto e/ou seus metabolitos em amostras 
biológicas ou outras, com rigor e fiabilidade, sendo crítico o planeamento e validação do 
protocolo analítico. Este aspecto é da máxima importância pelo impacto que o resultado 
fornecido pode ter, nomeadamente em contexto forense, no desporto, determinação da 
causa de morte e avaliação do estado de influência a substâncias sujeitas a 
regulamentação específica, como drogas e álcool. Por tudo isso, os métodos, depois de 
desenvolvidos, devem ser validados demonstrando que são adequados ao fim a que se 
propõem (Flanagan et al., 2007). 
O processo analítico é constituído por várias etapas que, de uma forma geral, 
tendem a aumentar a sua especificidade e selectividade (Hodgson, 2004). Num processo 
analítico, a escolha das técnicas depende do objectivo da análise, tipo de amostra, 
características do analito, concentração esperada e, ainda, de questões mais técnicas 
como o tempo de análise e equipamentos disponíveis (Flanagan et al., 2007).  
Normalmente, numa análise, podem ser distinguidas duas fases: a fase de triagem 
e a fase de confirmação (identificação e, quando necessário, quantificação). Os ensaios de 
triagem têm o objetivo de avaliar a eventual presença ou ausência de um determinado 
composto ou grupo de compostos, sendo ensaios qualitativos ou semi-quantitativos 
detectando, por vezes, uma classe de compostos e não um composto específico. 
Idealmente, os testes de triagem devem ser rápidos e simples (possibilitar uma análise de 
um grande número de amostras com a mínima preparação das mesmas), sensíveis e 
específicos (evitar a ocorrência de falsos negativos e positivos). Quando na triagem se 
obtêm resultados positivos seguem-se, geralmente, ensaios mais específicos, os ensaios 
de confirmação, que permitem a identificação irrefutável do composto em questão e, 
quando necessário, a sua quantificação (Hodgson, 2004). 
Entre os métodos mais comummente usados em Toxicologia Analítica figura a 
cromatografia, tanto em fase líquida como gasosa, recorrendo a vários tipos de detecção. 
A cromatografia é um método físico de separação que se baseia na migração 
diferencial dos componentes de uma mistura devido a diferentes interacções entre duas 
fases: uma estacionária e uma fase móvel. A separação dos compostos baseia-se na 
diferença da interacção (partição) entre as duas fases. Na cromatografia gasosa, a fase 
móvel é um gás e a fase estacionária faz parte do enchimento da coluna, onde se dá a 
separação dos compostos. O sistema cromatográfico inclui 3 constituintes básicos, sendo 
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eles o injector, que comunica com a câmara de injecção; o forno no qual se encontra a 
coluna e ocorre a separação cromatográfica; sistemas de amplificação de sinal e 
tratamento de dados (Flanagan et al., 2007). 
Neste sistema cromatográfico, a amostra é injectada na câmara de injecção, a qual 
se encontra a uma temperatura elevada que leva à volatilização dos constituintes da 
amostra, sendo estes arrastados através do sistema pelo gás de arraste, que normalmente 
é o hélio (He). Quando chegam à coluna, devido ao facto desta se encontrar a uma 
temperatura inferior, condensam e voltam a volatilizar de forma diferencial à medida que a 
temperatura vai aumentando de acordo com o programa de temperaturas seleccionado. 
No GC a resolução de uma amostra deve-se à volatilidade e afinidade diferencial para a 
fase estacionária dos seus constituintes. Estes, já separados, são então transportados até 
ao detector o qual vai gerar um sinal, de intensidade dependente da concentração, que é 
amplificado e finalmente recolhido no sistema de tratamento de dados (Hodgson, 2004). 
A espectrometria de massa é um tipo de detetor universal e é o método de eleição 
em laboratórios de análises de dopagem pois permite obter um alto grau de especificidade 
sem comprometer a sensibilidade. Permite determinar a massa de espécies atómicas ou 
moleculares, fornecendo informações sobre a natureza, composição e estrutura dos 
compostos presentes numa amostra. Num espectrómetro de massa, as moléculas são 
fragmentadas por um processo de ionização. Os iões formados são submetidos a um 
campo elétrico e/ou magnético e são direccionados para um filtro de massas. Estes iões 
são filtrados, um por um, segundo a sua razão massa/carga (m/z). Um detector vai medir 
a abundância de cada ião e os resultados são apresentados na forma dum espectro de 
massa, que representa a abundância dos iões em função da sua razão m/z.  
Existem vários analisadores de massa, no entanto, aquele de utilização mais 
generalizada é o quadrupolo. Um quadrupolo consiste em 4 cilindros metálicos paralelos 
FIGURA 5 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DUM SISTEMA DE CROMATOGRAFIA GASOSA. 
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nos quais se aplica uma corrente eléctrica alternada, de modo a influenciar a trajectória 
dos iões. Esta variação da tensão é que vai permitir a filtração dos diferentes iões segundo 
a sua razão m/z. Apenas os iões que correspondam aos parâmetros do filtro de massas, 
num dado instante podem passar através do filtro (Flanagan et al., 2007; Hodgson, 2004). 
Os iões detectados formam um espectro característico que fornece uma maior quantidade 
de informação, comparativamente a outros detectores, sobre a identidade do composto 
pela análise estrutural que proporciona. Por outro lado, existe também a possibilidade de 
provocar fragmentação controlada acoplando, em série, vários analisadores de 
espectrometria de massa que permitem novas fragmentações de iões seleccionados, 
obtendo-se espectros ainda mais característicos de uma molécula, uma vez que esta 
possui padrões de fragmentação específicos que funcionam como “impressões digitais”, 
como no caso dos equipamentos de LC-MS-MS e GC-MS-MS, designados por 
espectrometria de massa tandem (Flanagan et al., 2007). 
A detecção dos iões formados pode, no caso dos sistemas de quadrupolo simples, 
ser feita em dois modos: modo selected ion monitoring (SIM) e modo full scan (SCAN). O 
primeiro detecta apenas os iões com razão m/z selecionada, sendo muito utilizado para 
quantificação, enquanto o modo full scan deteta todos os iões formados e é mais utilizado 
para a identificação. De forma a aumentar a selectividade, quando se trabalha em modo 
SIM devem ser selecionados, pelo menos, 3 iões que representem diferentes fragmentos 
da molécula incluindo, preferencialmente, o ião molecular (Bogusz, 2008). 
Neste capítulo pretende-se apresentar quais os métodos publicados até à data da 
conclusão desta dissertação utilizados para detectar e quantificar glicerol em urina.  
3.1. MÉTODOS DE DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE 
GLICEROL 
Devido à sua polaridade considerável, mas baixa afinidade protónica, a análise de 
glicerol é difícil de ser combinada com a maioria dos outros ensaios de rotina de detecção 
de compostos controlados em laboratórios de análise de dopagem. No entanto, desde que 
foi classificado como substância proibida em 2010, vários estudos foram realizados 
dirigidos particularmente à avaliação da variabilidade das suas concentrações endógenas 
em humanos (Koehler et al., 2011). 
Os métodos referidos na literatura são escassos. Existem alguns métodos que 
demostraram a eficácia do uso de GC-MS em determinações de glicerol depois de 
derivatizado, sendo o plasma a matriz mais comummente usada. Do nosso conhecimento, 
apenas existe um método desenvolvido e validado por Thevis et. al., em 2008, que ao usar 
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a urina de humanos, se torna importante no âmbito das análises de dopagem: “Quantitative 
analysis of urinary glycerol levels for doping control purposes using gas chromatography-
mass  spectrometry”.  (Thevis et al., 2008). 
3.1.1. ANÁLISE DO GLICEROL 
A preparação da amostra feita por Thevis et. al. baseou-se em 3 passos. 20µL de 
urina foram colocados num tubo de vidro, esta foi fortificada com 20 µL da solução de 
trabalho de padrão interno (1,3 µg de 2H5-glicerol), e seco num exsicador com pentóxido 
de fósforo, em vácuo, durante a noite. O resíduo seco foi dissolvido em 100 µL de MSTFA 
(reagente de derivatização), aquecido durante 20 min a 60 °C e transferido para vials para 
GC-MS depois de arrefecer a uma temperatura ambiente (ver figura 6).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
No estudo apresentado por Thevis et al. o PI utilizado é o 2H5 – glicerol (Glicerol D5) 
(ver figura 7). 
 
 
 
Colocar 20µL de 
urina num tubo 
de vidro
Adicionar 20 µL 
de PI
Secar a amostra 
num exsicador 
em vácuo
Dissolver o 
resíduo seco em 
100 µL de MSTFA
Aquecer durante 
20 min a 60 °C 
Deixar arrefecer 
à temperatura 
ambiente
Transferir a 
amostra para 
vials para GC-MS
FIGURA 7 - ESTRUTURA QUÍMICA DO GLICEROL D5 (SIGMAALDRICH). 
FIGURA 6 ESQUEMA REPRESENTATIVO DA PREPARAÇÃO DA AMOSTRA. 
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Neste estudo analítico foi adoptada a trimetilsililação do glicerol, por meio do 
MSTFA (N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida), a qual permite uma rápida e directa 
preparação da amostra. Depois da incubação é possível uma análise rápida, evitando 
qualquer extração ou passo adicional de purificação. Os espectros de massas do glicerol 
e do seu análogo deuterado glicerol D5 depois da trimetilsililação são ilustrados nas figuras 
8 e 9, que contêm os fragmentos iónicos característicos m/z: 293, 218, 205 e 103 e m/z: 
298, 222, 208 e 105 para o glicerol D5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Perdas comuns de 15 unidades de massa atómica (-CH3) e de 90 (-TMSOH) do ião 
molecular m/z 308 dão origem à produção de fragmentos iónicos em m/z 293 e m/z 218 e 
clivagens das ligações C-C do glicerol dão origem a m/z 103 e m/z 205, como fragmentos 
complementares. Em adição, o ião em m/z 117 é sugerido por se produzir a partir do ião 
molecular por eliminação do grupo metilo do resíduo TMS (presumidamente produzindo 
um intermediário formado m/z 293) acompanhado pela libertação do TMS-CH2-O-TMS (-
176 unidades de massa atómica). Ainda assim, os iões que caracterizam o glicerol 
produzem fragmentos abundantes da trimetilsililação, tais como, m/z 147, m/z 133 e m/z 
73.  
FIGURA 9 - ESPETRO EI-MS DO 2H5-GLICEROL-TRIS-TMS (THEVIS ET AL., 2008). 
FIGURA 8 - ESPECTRO EI-MS DO GLICEROL-TRIS-TMS (THEVIS ET AL., 2008). 
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Os 3 iões diagnóstico, utilizados por Thevis et al., que foram considerados para 
análises qualitativas de acordo com as directrizes da AMA, são para o glicerol m/z 293, 
218 e 205; e para o padrão interno: m/z 298, 222, 208. Os iões de quantificação foram m/z 
218 e 222 para o glicerol e o PI, respectivamente. 
 
 
 
 
 
3.1.2. ANÁLISE CROMATOGRÁFICA E DETECÇÃO 
No método desenvolvido por Thevis et al. a análise cromatográfica foi conduzida 
num cromatógrafo gasoso acoplado a um detector de massas. O programa de 
temperaturas começou a 95 ºC, aumentando 20 ºC /min até 175 ºC, subindo de seguida 
40 ºC até aos 320 ºC. A temperatura do injector foi de 300 ºC, a da interface 320 ºC e a da 
fonte de ionização 230 ºC. 2 µL de amostra derivatizada foram injectados em modo split 
(1/10) e o glicerol e o PI foram detectados depois da ionização electónica (EI) a 70 eV, 
usando um método de aquisição por SIM.  
FIGURA 10– IÕES CARACTERÍSTICOS DO GLICEROL-TRIS-TMS, PROPOSTOS POR THEVIS ET AL. (THEVIS ET 
AL., 2008). 
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FIGURA 13 AMOSTRA DE URINA CONTENDO APROXIMADAMENTE 100 µG/ML DE GLICEROL (THEVIS ET 
AL., 2008). 
FIGURA 12 - AMOSTRA DE BRANCO DE URINA CONTAMINADO COM 2,4 µG/ML DE GLICEROL (THEVIS ET AL., 
2008). 
FIGURA 11 - AMOSTRA DE BRANCO DE URINA (THEVIS ET AL., 2008). 
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1. DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO  
1.1. METODOLOGIA 
1.1.1. INTRODUÇÃO 
As urinas dos atletas são submetidas a uma extracção líquido-líquido e, depois dos 
seus componentes sofrerem um processo de derivatização, são analisadas por GC/MS. A 
confirmação qualitativa é realizada por comparação directa dos TRR e das abundâncias 
relativas dos iões diagnóstico da amostra suspeita e de uma urina controlo. Segundo os 
critérios ISL, para substâncias com valor limite, deverá ser calculada uma incerteza 
associada ao valor da concentração obtida (VER ANEXO 1).  
1.1.2. PREPARAÇÃO DE MATERIAIS DE REFERÊNCIA 
Os materiais de referência usados na preparação dos calibradores e dos controlos, 
devem ser provenientes de fontes diferentes, e.g. diferentes fornecedores. Visto que não 
possuímos duas fontes distintas de glicerol, a preparação da solução de calibração e da 
solução para preparação dos controlos positivos foram feitas a partir de duas soluções-
mãe independentes.  
1.1.3. PREPARAÇÃO DE CONTROLOS POSITIVOS 
Os controlos positivos são preparados em triplicado, a uma concentração de 100 
µg/mL. Esta concentração foi a escolhida, uma vez que se encontra a meio da recta de 
calibração, tendo em conta a diluição efectuada de 1/10. Para a preparação dos controlos 
positivos são adicionados 60 µL da solução de trabalho de glicerol a 5 mg/mL, a 3 mL de 
urina negativa. Esta urina é utilizada em todas as triagens do laboratório, sendo certificada 
de que não contem nenhuma substância proibida.  
1.1.4. PREPARAÇÃO DOS CALIBRADORES 
Na tabela 2 especifica-se o volume de solução de trabalho a adicionar a cada 
calibrador. 
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TABELA 2 – TABELA QUE ESPECIFICA OS VOLUMES DE SOLUÇÃO DE TRABALHO A ADICIONAR A CADA 
CALIBRADOR. 
Calibrador 
(Pg/mL) 
Volume de solução de trabalho de 
Glicerol 
6 mg/mL (PL) 
Volume de urina 
(mL) 
0 0 
3 
20 10 
35 17.5 
50 25 
75 37.5 
100 50 
125 62.5 
150 75 
175 87.5 
200 100 
 
1.1.5. PREPARAÇÃO DA AMOSTRA 
Introduzir 3 mL da urina correspondente em cada tubo, 300 PL da amostra e 2700PL 
de BU (branco de urina), urina negativa. 
x Adicionar 60 PL de PI Glicerol D8 5 mg/mL. 
A cada tubo adicionar: 
x 1 mL de tampāo Carbonato/Bicarbonato 20 % pH 9-10 
x 5 mL de éter terc-butilmetílico 
x 2 g de sulfato de sódio 
Levar os tubos ao vórtex, agitar 10 minutos e centrifugar a 2000 rpm durante 20 
minutos. 
Transferir 4 mL da fase orgânica para um tubo 
Evaporar até à secura a 45 ºC (aproximadamente 15 minutos) 
Derivatização: 
x Adicionar 100 PL de MSTFA. 
x Levar os tubos ao vórtex 
x Incubar durante 20 minutos a 60 ºC 
Transferir para vials depois de deixar arrefecer à temperatura ambiente. 
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1.1.5.1. EXTRACÇÃO DE GLICEROL 
Para a análise quantitativa, o glicerol na amostra suspeita e nos controlos positivos são 
extraídos em 3 alíquotas independentes. O branco de urina e os calibradores da curva de 
calibração são extraídos uma só vez. 
1.2. ANÁLISE INSTRUMENTAL 
1.2.1. CONDIÇÕES DE ANÁLISE 
Devem programar-se as seguintes condições de análise no equipamento: 
Coluna 
 Fabricante, Tipo Zebron ZB1 ou equivalente 
 Comprimento 15 m ou aproximado 
 Diâmetro interno 0,25 mm ou aproximado 
 Espessura do filme 0,10 Pm ou aproximado 
Parâmetros de fluxo 
 Fase móvel Hélio 
 Fluxo da fase móvel  Fluxo constante:  0,9 mL/min 
Parâmetros de injecção 
 Modo de injecção Split 1:50 
 Volume de injecção 2,0 PL 
 Temperatura do injector 280 ºC 
Programa de temperatura 
 Temperatura inicial 95  ºC 
 Tempo inicial 0 min 
 Rampa 1 12 ºC /min, até aos 200 ºC 
 Rampa 2 50 ºC/min, até aos 310 ºC 
 Temperatura final 310 ºC 
 Tempo final 0 min 
Parâmetros do espectrómetro 
 Modo de ionização EI 
 Modo de aquisição   SIM (m/z 205, 208, 218, 222, 293, 298) 
 Temperatura da interface 280 ºC 
 Voltagem Multiplicador Valor do autotune  
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Nota: Os parâmetros instrumentais terão que ser ajustados em cada laboratório, pelo 
operador, consoante o equipamento e a amostra em análise, de modo a garantir a 
qualidade dos resultados. 
1.2.2. SEQUÊNCIA DE ANÁLISE 
Em primeiro lugar injectam-se os calibradores por ordem crescente de 
concentração, sendo o primeiro, o branco de urina. De seguida, injectam-se os 3 controlos 
positivos e, por fim, as 3 alíquotas da amostra.  
1.3. ANÁLISE DOS RESULTADOS DA CONFIRMAÇÃO 
QUALITATIVA 
1.3.1. CRITÉRIOS DE IDENTIFICAÇÃO 
Uma amostra é considerada positiva se forem cumpridos os seguintes parâmetros 
de identificação: 
1.3.1.1. TEMPO DE RETENÇÃO 
A diferença relativa entre o TR do analito na amostra e o TR do analito no controlo 
deve ser inferior a 2% ou 0,1 min, consoante aquele que for menor. 
A diferença relativa de TR é determinada do seguinte modo: 
 'TR  
Controlo
ControloSuspeito
TR
TRTR   
Onde: 
TRSuspeito  – Tempo de retenção do analito na amostra 
TRControlo  – Tempo de retenção do analito no controlo 
'TR  – Diferença relativa de TR 
1.3.1.2. TEMPO DE RETENÇÃO RELATIVO 
A diferença relativa entre o TRR do PI do glicerol na amostra suspeita e no controlo 
não deve ser superior a 0,1 min. A diferença relativa é calculada do seguinte modo: 
 'TRR  
Controlo
ControloSuspeito
TRR
TRRTRR   
Onde: 
TRRSuspeito  – Tempo de retenção relativo do analito na amostra 
TRRControlo  – Tempo de retenção relativo do analito no controlo 
'TRR  – Diferença relativa de TRR 
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1.3.1.3. COMPARAÇÃO DAS ABUNDÂNCIAS RELATIVAS DOS IÕES 
Na amostra suspeita, pelo menos 3 dos iões diagnóstico terão de apresentar um sinal 
3 vezes superior ao nível do ruído (ver iões da tabela 4).  
A diferença das abundâncias relativas correspondentes à amostra suspeita e à urina 
controlo de cada um dos iões seleccionados não pode ser superior aos valores 
apresentados na tabela 3. 
TABELA 3 - VALORES DE TOLERÂNCIA MÁXIMA PARA AS ABUNDÂNCIAS RELATIVAS DOS IÕES 
Abundância relativa 
(% do pico base) 
Tolerância 
(GC/MS) 
> 50% r 10% (absoluta) 
25% a 50% r 20% (relativa) 
5% a < 25% r 5% (absoluta) 
< 5% r 50% (relativa) 
 
Na tabela 4 são apresentados os iões diagnóstico seleccionados para cumprimento 
das relações iónicas: 
TABELA 4 – IÕES DIAGNÓSTICO SELECCIONADOS 
Glicerol 
205 
218 
293 
 
1.4. ANÁLISE DOS RESULTADOS DA ANÁLISE QUANTITATIVA 
Na figura 14 apresenta-se uma folha de cálculo utilizada para a quantificação de 
uma amostra proveniente de um ensaio interlaboratorial, apenas a título exemplificativo. 
Nesta folha de cálculo obtêm-se informações como: a linearidade, o resultado, a incerteza, 
a contribuição de cada componente da medição para a incerteza final, entre outros.  
1.4.1. QUANTIFICAÇÃO DE GLICEROL NAS AMOSTRAS DE 
URINA 
A concentração de glicerol na amostra de urina é obtida por interpolação na recta 
de calibração (áreas relativas vs. concentração). Quando a concentração do analito excede 
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o limite superior da gama de trabalho, a amostra é analisada após diluição em branco de 
urina, utilizado na preparação da curva de calibração. 
1.4.2. CORRECÇÃO DO VALOR LIMITE COM A DENSIDADE 
Para substâncias endógenas com Valor Limite, como é o caso do Glicerol, quando 
a densidade específica da amostra suspeita é superior a 1,020, o Valor Limite deve ser 
corrigido de acordo com a seguinte fórmula: 
Valor Limite ajustado.= [ (U amostra –  1) / (1.020 – 1) ] u Valor Limite 
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FIGURA 14 – PARÂMETROS DE QUANTIFICAÇÃO E RESPECTIVA CURVA DE CALIBRAÇÃO. 
Substância Equipamento
Unidades
Descrição da experiência:
n (x) Área PI (y) (xi-xm)2 n Área PI A/A Conc. (x) Declive 0,0127
1 0 1346 9558 0,14 8649 1 39391 14758 2,67 203,86 yo 0,070
2 20 3775 12022 0,31 5329 2 35151 13145 2,67 204,25 r 0,999
3 35 5665 12271 0,46 3364 3 34452 12703 2,71 207,23 R2 0,998
4 50 8786 12932 0,68 1849 4 Sx/y 0,041
5 75 13999 13666 1,02 324 5 Nº. 10
6 100 16326 12000 1,36 49
7 125 24391 14524 1,68 1024 Média 2,69 205,11
8 150 25785 13319 1,94 3249 s 1,84 0,9% 0,000 0
9 175 30086 12831 2,34 6724 Nº. 3 R mínimo 0
10 200 38573 14734 2,62 11449 Amplitude 3,37 Lim. Rep. 0
m 93 CV PI (%) 11,6% 1,26 42010 Max. Ampltude 0,00
Factor de diluição 10 Precisão inter. 0,000
Concentração interpolada 205,1 Exactidão (máx.) 0,000
Prep. dos padrões 0,000
Curva de calibração 0,001
Diluição + curva 0,011
Outra: 0,000
1 Outra:
Outra:
Outra
2% Total 43,74
Actualizar os dados para o cálculo de incertezas
ELABORADO POR: APROVADO POR:
LAD
Resultado
Critério de Declive
AmostrasCurva de calibração
Incerteza combinada
Factor de cobertura (k)
Inc. padrão relativas
Cristelle Antunes
Incerteza expandida
MOD-LADB-039 REV:08
          Equipa
REGISTO
Quantificaçao Amostra QA2013_1E
Pág. 1 de 1
IVa
Amostra
Resultado e Incerteza
OperadorGlicerol
16.04.14
Parâmetros
Data
Incerteza relativa
2051,1 +/- 43,7  
2051,110
21,871
2
43,743
Concentração
Incerteza Combinada Relativa (%)
....................................................................................
Téc. Sup. Laboratório Coord. Científico
y = 0,0127x + 0,0703
R² = 0,998
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
0 50 100 150 200 250
Si
na
l (y
)
Conc. (x)
Curva de calibração
0,0 20,0 40,0 60,0
To tal
Precisão  inter.
Exactidão (máx.)
Prep.  dos p adrões
Diluição + curva
Unidades
Incertezas
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1.5. CONCLUSÕES 
Uma amostra é considerada positiva se forem cumpridos os critérios de 
identificação qualitativa e se o valor da concentração obtido for superior ao limite de 
decisão, de 1,3 mg/mL, indicado no Documento Técnico TD2014DL. Caso contrário a 
amostra é considerada negativa. 
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CAPÍTULO II 
Validação do Método 
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2. VALIDAÇÃO DO MÉTODO 
2.1. INTRODUÇÃO 
O desenvolvimento de um método analítico envolve um processo de avaliação, que 
prova a sua eficiência na rotina do laboratório. A este processo dá-se o nome de validação.  
A validação de métodos trata-se de um processo onde se estabelecem as 
características de desempenho e limitações de um método. Segundo o VIM (Vocabulário 
Internacional de Metrologia), a validação é um processo que prova que determinado 
método analítico é adequado para o seu propósito (VIM, 2008).  
2.2. PARÂMETROS DE VALIDAÇÃO 
Para validar o método foram determinados os seguintes parâmetros de validação, 
listados na tabela 5 (VER ANEXO 2): 
TABELA 5 - PARÂMETROS DE VALIDAÇÃO DO MÉTODO. 
Parâmetro 
Especificidade/selectividade 
Capacidade de identificação 
Limite de detecção e quantificação 
Avaliação de recuperação da fase de extracção 
Avaliação do arrastamento 
Avaliação da precisão intermédia 
Repetibilidade 
Avaliação da exactidão 
Linearidade e gama de trabalho 
Robustez 
 
2.2.1. ESPECIFICIDADE/SELECTIVIDADE 
Os termos especificidade e selectividade são abordados em algumas publicações 
como conceitos sobrepostos. No entanto, a selectividade é a capacidade de um método 
identificar e distinguir um analito em particular numa amostra complexa sem interferentes, 
portanto deve ser aplicado por métodos que respondam a várias entidades químicas. A 
especificidade é a capacidade do método detectar o analito de interesse na presença de 
outros componentes da matriz, devendo, portanto, ser aplicado por métodos que 
respondam a uma só entidade química. 
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Este parâmetro de validação não é aplicável neste estudo, visto que o glicerol é um 
composto endógeno, sendo portanto um composto presente em todas as urinas humanas.  
2.2.2. CAPACIDADE DE IDENTIFICAÇÃO 
A capacidade de identificação de um método cromatográfico é conseguida quando 
cumpre os seguintes parâmetros: o tempo de retenção e a comparação das abundâncias 
relativas dos iões diagnóstico de uma amostra serem equivalentes aos valores obtidos para 
os controlos positivos que são preparados e analisados ao mesmo tempo que as amostras.  
2.2.2.1. METODOLOGIA 
O estudo da capacidade de identificação foi efectuado com aplicação do protocolo 
1.1 descrito no procedimento geral PGER-LADB-015 (VER ANEXO 3). O valor limite para 
o Glicerol é de 1 mg/mL, por isso, o estudo da capacidade de identificação foi efectuado a 
esta concentração, tendo em conta uma diluição de 1/10, portanto o glicerol é identificado 
a uma concentração de 0,1 mg/mL.  
O controlo positivo usado para avaliar a capacidade de identificação do método foi 
elaborado da seguinte forma: 3 mL de branco de urina certificado pelo LAD fortificado com 
50 PL da solução de Glicerol a 6 mg/mL, obtendo-se uma concentração de 100 Pg/mL. 
Para avaliar a positividade das urinas foram utilizados os seguintes critérios: 
2.2.2.1.1. TEMPO DE RETENÇÃO  
2.2.2.1.1.1. TEMPO DE RETENÇÃO (TR) 
A diferença relativa entre o TR do glicerol na amostra e o TR do glicerol no controlo 
deve ser inferior a 2% ou 0,1 min, consoante aquele que for menor. 
A diferença relativa de TR é determinada do seguinte modo: 
 'TR  
Controlo
ControloSuspeito
TR
TRTR   
Onde: 
TRSuspeito  – Tempo de retenção de glicerol na amostra 
TRControlo  – Tempo de retenção de glicerol no controlo 
'TR  – Diferença relativa de TR 
2.2.2.1.1.2. TEMPO DE RETENÇÃO RELATIVO 
Em alternativa, a diferença relativa do TRR do glicerol na amostra e o TRR do 
glicerol no controlo deve ser inferior a 0,1 %, porque se está a utilizar um PI deuterado, 
caso o PI não fosse deuterado a diferença relativa entre o TRR do glicerol na amostra e 
o TRR do glicerol no controlo positivo deveria ser inferior a 1 %.  
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A diferença relativa de TRR é determinada do seguinte modo: 
 'TRR  
Controlo
ControloSuspeito
TRR
TRRTRR   
Onde: 
TRRSuspeito  – Tempo de retenção relativo de glicerol na amostra 
TRRControlo  – Tempo de retenção relativo de glicerol no controlo 
'TRR – Diferença relativa de TRR 
2.2.2.1.2. COMPARAÇÃO DAS ABUNDÂNCIAS RELATIVAS DOS 
IÕES 
Na amostra suspeita, pelo menos 3 dos iões diagnóstico terão de apresentar um 
sinal 3 vezes superior ao nível do ruído (ver iões da tabela 4). O nível de ruído é desenhado 
por recorrência ao software do aparelho. Para cada ião dever-se-à selecionar, em primeiro 
lugar, a área do pico e, em seguida, a zona correspondente ao ruído. Esta região deve ser 
representativa da região a integrar e não deverá conter picos que não correspondam a 
ruído. Na integração dos picos correspondentes aos iões que se enquadram no critério 
anterior, deverá desenhar-se a linha de integração a meio da região correspondente ao 
nível do ruído.  
A diferença das abundâncias relativas de cada um dos iões seleccionados 
correspondentes à amostra suspeita e à urina controlo não pode ser superior aos valores 
apresentados na tabela 6. 
TABELA 6 - VALORES DE TOLERÂNCIA MÁXIMA PARA AS ABUNDÂNCIAS RELATIVAS DOS IÕES. 
Abundância relativa 
(% do pico base) 
Tolerância 
(GC/MS) 
> 50% r 10% (absoluta) 
25% a 50% r 20% (relativa) 
5% a < 25% r 5% (absoluta) 
<5% r 50% (relativa)  
 
Na tabela 7 apresentam-se os iões diagnóstico seleccionados para cumprimento 
das relações iónicas: 
  
60 | P á g i n a  
 
TABELA 7 - IÕES DIAGNÓSTICO SELECCIONADOS 
Valores m/z dos 
iões 
205 
218 
293 
 
2.2.2.2. TRATAMENTO DOS RESULTADOS  
Neste estudo foram fortificadas 10 amostras de urina a uma concentração 
correspondente a 100 Pg/mL. Na tabela 8 são definidos os critérios de conformidade para 
o controlo positivo. As tabelas 9 e 10 compilam os resultados da capacidade de 
identificação. 
TABELA 8 – CRITÉRIOS DE CONFORMIDADE PARA O CONTROLO POSITIVO. 
Controlo Positivo 
Ião 
 
Abund. Rel. 
(%) 
 
Critérios de 
Conformidade 
(%) 
205 100.0 -  
218 37.7 30. 2 - 45.3 
293 4.1 2.1 - 6.2 
TR 2.040 1.94 – 2.14 
TRR 1.006 1.005 – 1.007 
 
 
TABELA 9 - TRATAMENTO DE RESULTADOS DA CAPACIDADE DE IDENTIFICAÇÃO DO GLICEROL. 
 
 
Branco 
de Urina 
BU-01-01/14 BU-02-01/14 BU-03-01/14 BU-04-01/14 BU-05-01/14 BU-06-01/14 BU-07-01/14 BU-08-01/14 BU-G9 BU-G10 
Ião 
A 
(%) 
S/N 
A 
(%) 
S/N 
A 
(%) 
S/N 
A 
(%) 
S/N 
A 
(%) 
S/N 
A 
(%) 
S/N 
A 
(%) 
S/N 
A 
(%) 
S/N 
A 
(%) 
S/N 
A 
(%) 
S/N 
205 100.0 1579 100,0 1044 100,0 900 100,0 1085 100 573 100,0 723 100,0 566 100,0 769 100,0 619 100,0 544 
218 37,8 604 38,0 468 37,9 685 37,4 376 37,6 457 37,2 261 37,7 414 37,4 291 37,3 238 38,5 355 
293 4,2 144 4,2 83 4,2 130 4,1 122 4,0 102 4,2 92 4,2 125 4,1 77 4,2 137 4,3 113 
61 | P á g i n a  
 
TABELA 10 - TEMPOS DE RETENÇÃO E TEMPOS DE RETENÇÃO RELATIVOS PARA O GLICEROL. 
Branco Urina TR TR (PI) TRR 
BU-01-01/14 2.039 2.027 1.006 
BU-02-01/14 2.039 2.028 1.005 
BU-03-01/14 2.040 2.029 1.005 
BU-04-01/14 2.039 2.027 1.006 
BU-05-01/14 2.040 2.027 1.006 
BU-06-01/14 2.040 2.027 1.006 
BU-07-01/14 2.039 2.028 1.005 
BU-08-01/14 2.040 2.027 1.006 
BU-G9 2.039 2.027 1.006 
BU-G10 2.040 2.027 1.006 
 
2.2.2.3. CONCLUSÕES 
De acordo com os resultados obtidos para as áreas relativas dos iões diagnóstico 
do Glicerol (Tabela 9), verifica-se para todas as urinas fortificadas analisadas neste estudo, 
o cumprimento dos critérios de conformidade estabelecidos (Tabela 8). 
Foi efectuado o cálculo da razão sinal/ruído (S/N), para os três iões característicos 
do Glicerol, verificando-se o cumprimento do critério exigido de S/N > 3 para o ião menos 
abundante (Tabela 9). Na figura 15 apresenta-se um cromatograma onde é obtida a razão 
S/N, de uma das amostras de BU testados para a especificidade/selectividade (VER 
ANEXO 4). 
Relativamente ao Tempo de Retenção, verifica-se o cumprimento dos requisitos 
definidos no Documento Técnico TD2010IDCR (critérios dos pontos 4.1.1.1 e 4.1.1.2), para 
todos os brancos de urina (Tabela 10). 
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FIGURA 15 – EXEMPLO DE UM CROMATOGRAMA ONDE SE MOSTRA O S/N OBTIDO ATRAVÉS DO SOFTWARE. 
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2.2.3. LIMITES DE DETECÇÃO E QUANTIFICAÇÃO 
A menor concentração de analito que pode ser detectada, mas não 
necessariamente quantificada, sob condições experimentais estabelecidas denomina-se 
de limite de detecção. O LD corresponde ao início do intervalo em que é possível distinguir 
com uma dada confiança estatística (normalmente 95 %), o sinal do branco do sinal da 
amostra e como tal indicar se o analito em questão está ausente ou presente (IPAC, 2011).  
O limite de quantificação é definido como a menor concentração do analito que pode 
ser quantificada na amostra, com exatidão e precisão aceitáveis, sob as condições 
experimentais adoptadas. O LQ corresponde ao início da gama em que o coeficiente de 
variação do sinal e o erro relativo se reduziram a valores razoáveis (normalmente 10 %) 
para se poder efectuar uma avaliação quantitativa; deste modo, na prática deve usar-se o 
LQ como início da zona em que se reportam valores numéricos (IPAC, 2011).  
O valor do LD situa-se acima do sinal médio do branco, a cerca de 3 vezes o desvio-
padrão do branco, enquanto o LQ situa-se a 10 vezes o referido desvio-padrão. O intervalo 
entre o LD e o LQ deve ser entendido como uma zona de detecção semi-quantitativa e não 
quantitativa, pelo que não se devem reportar valores numéricos neste intervalo (IPAC, 
2011). 
2.2.3.1. METODOLOGIA 
A determinação do limite de detecção foi efectuada com aplicação do protocolo 2.0 
descrito no procedimento geral PGER-LADB-015 (VER ANEXO 3). 
Foi preparada uma curva de calibração com 7 pontos por fortificação de branco de 
urina certificado pelo LAD. A fortificação das urinas foi feita utilizando uma solução 
metanólica de Glicerol a 6 mg/mL e utilizando uma micropipeta automática 10-100PL. As 
concentrações escolhidas para os pontos das curvas de calibração e os respectivos 
volumes utilizados da solução metanólica de Glicerol apresentam-se na tabela 8. O volume 
de urina utilizado foi de 3 mL. A solução foi preparada a partir de diluições da solução-mãe 
preparada a partir do material de referência: Glycerol– material de referência certificado – 
Sigma-aldrich. 
Foi usado como padrão interno uma solução metanólica de Glicerol-D8 a 5 mg/mL, 
preparada a partir de diluições da solução-mãe preparada a partir do seguinte material de 
referência Glycerol-D8 – material de referência certificado – Sigma-aldrich. O volume 
utilizado de padrão interno foi 60 PL (concentração final na urina: 100 Pg/mL), que foi 
medido utilizando a micropipeta automática 10-100 PL. 
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TABELA 11 - PREPARAÇÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO DO ESTUDO DO LIMITE DE DETECÇÃO E 
QUANTIFICAÇÃO. 
Calibrador 
 
1 
 
2 
 
3 
 
4 
 
5 
 
6 
 
7 
Concentração 
(Pg/mL) 
0 20 35 50 75 100 125 
Volume (PL) 0 10 17.5 25 37.5 50 62.5 
 
2.2.3.2. TRATAMENTO DOS RESULTADOS  
Na tabela 12 apresentam-se os resultados utilizados para a construção da curva de 
calibração usada neste estudo. Essa curva de calibração é apresentada na figura 16. Na 
figura 17 apresenta-se o tratamento estatístico destes dados, sendo feita a regressão numa 
folha de Excel. 
TABELA 12 - RESULTADOS E TRATAMENTO DOS RESULTADOS DO ESTUDO DO LIMITE DE DETECÇÃO PARA O 
GLICEROL. 
Concentração 
(Pg/mL) 
Área Absoluta 
Área Absoluta do 
PI 
Área Relativa 
0 4251 32006 0.13 
20 14289 34006 0.42 
35 18461 31829 0.58 
50 20844 25830 0.81 
75 39697 34785 1.14 
100 50286 35892 1.40 
125 71291 40963 1.74 
FIGURA 16 - CURVA DE CALIBRAÇÃO DO ESTUDO DO LIMITE DE DETECÇÃO/QUANTIFICAÇÃO DO GLICEROL 
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Aplicando as seguintes equações: 
LD = (3.3 u Sy/x)/b  
LQ = (10 u Sy/x)/b  
onde:  - Sy/x é o desvio padrão residual da curva de calibração 
- b é o declive da recta 
 
Obtiveram-se os seguintes resultados: 
x limite de detecção para o Glicerol:  6.3 Pg/mL 
x limite de quantificação para o Glicerol:  20 Pg/mL. 
2.2.4. TESTE DO LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO 
2.2.4.1. METODOLOGIA 
O teste do limite de quantificação foi efectuado por aplicação do protocolo 2.3 
descrito no procedimento técnico PETC-LADB-051. (VER ANEXO 3). Com base no 
FIGURA 17 - REGRESSÃO LINEAR DO ESTUDO DO LIMITE DE DETECÇÃO/QUANTIFICAÇÃO DO GLICEROL 
SUMÁRIO DOS RESULTADOS
Estatística de regressão
R múltiplo 0.999237144
Quadrado de R 0.99847487
Quadrado de R ajustado 0.998169844
Erro-padrão 0.024353683
Observações 7
ANOVA
gl SQ MQ F F de significância
Regressão 1 1.941464875 1.941464875 3273.409 3.08591E-08
Residual 5 0.002965509 0.000593102
Total 6 1.944430385
Coeficientes Erro-padrão Stat t valor P 95% inferior 95% superior Inferior 95.0% Superior 95.0%
Interceptar 0.151264337 0.01584199 9.548316517 0.000213 0.110541205 0.191987469 0.110541205 0.191987469
Variável X 1 0.012750014 0.000222849 57.21371039 3.09E-08 0.012177162 0.013322865 0.012177162 0.013322865
RESULTADO RESIDUAL
Observação Y previsto Residuais Residuais-padrão
1 0.151264337 -0.018445491 -0.829690612
2 0.40626461 0.013925944 0.626398376
3 0.597514815 -0.01750916 -0.787573833
4 0.78876502 0.018203621 0.818811156
5 1.107515362 0.03369493 1.515620694
6 1.426265703 -0.025229261 -1.134829173
7 1.745016045 -0.004640584 -0.208736607
Variável X 1 Desenho de residuais
-0.05
0
0.05
0 50 100 150
Variável X 1
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si
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resultado de LQ estimado anteriormente, assumiu-se 20 Pg/mL como o limite de 
quantificação a testar experimentalmente. 
Foram preparados 5 replicados de urina independentes a 20 Pg/mL utilizando 10 
µL de uma solução metanólica de Glicerol a 6 mg/mL. Como padrão interno utilizou-se 60 
PL de uma solução metanólica de Glicerol D8 a 5 mg/mL (concentração final na urina: 100 
Pg/mL).  
2.2.4.2. TRATAMENTO DOS RESULTADOS 
A tabela 13 reúne os resultados obtidos para a verificação experimental do Limite 
de Quantificação. 
TABELA 13 - RESULTADOS DO ESTUDO DE VERIFICAÇÃO EXPERIMENTAL DO LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO 
 
LQ estimado – 20 Pg/mL 
Valores experimentais 
(Pg/mL) 
20.08 
23.57 
18.51 
17.77 
19.17 
Média (Pg/mL) 19.82 
Desvio-Padrão (s) 2.26 
Coeficiente de Variação (CV) [Critério] (%) 11.4 [20] 
│Erro  Absoluto  Médio│  (Pg/mL) 0.18 
Erro Relativo Médio [Critério] (%) 0.9 [20] 
 
2.2.4.3. CONCLUSÕES 
Após a análise dos resultados obtidos para o Coeficiente de Variação (CV), e para 
o Erro Relativo Médio, verificou-se que para o Glicerol, os respectivos valores são inferiores 
a 20%, o que indica que o método cumpre com os requisitos em vigor. Considera-se assim 
que o Limite de Quantificação estimado para o Glicerol de 20 Pg/mL é válido. 
2.2.5. AVALIAÇÃO DA RECUPERAÇÃO DA EXTRACÇÃO 
Este parâmetro da validação pretende avaliar a percentagem de analito recuperado 
durante o processo de extracção adoptado.  
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2.2.5.1. METODOLOGIA 
Foram preparados triplicados de duas concentrações conhecidas de analito, 50 
Pg/mL e 100 Pg/mL, por fortificação de branco de urina com uma solução de Glicerol a 6 
mg/mL e efectuou-se a sua extracção pelo método adoptado. Paralelamente fez-se a 
extracção de seis brancos de urina e, aos extractos assim obtidos, adicionou-se a mesma 
quantidade de analito. Aos extractos fortificados após a extracção teve de se efectuar uma 
diluição de 1/50, por forma a evitar a saturação dos picos no detector. Recuperou-se 60 PL 
do extracto fortificado e diluiu-se em 2940 PL de éter terc-butilmetílico. 
Adicionou-se solução de padrão interno aos dois conjuntos, aquando da adição de 
glicerol, numa concentração de 100 Pg/mL e analisou-se. Foi usado como padrão interno 
uma solução metanólica de Glicerol D8 numa concentração de 5 mg/mL, preparada a partir 
do seguinte material de referência: Glycerol D8 – material de referência certificado – Sigma-
Aldrich. 
Por fim calculou-se a percentagem de recuperação do analito após aplicação do 
processo de extracção.  
2.2.5.2. TRATAMENTO DOS RESULTADOS  
Para calcular a percentagem de recuperação da extracção aplicou-se a seguinte 
fórmula: 
100Re% xArel
Arelométodocuperaçãod
çãosemexctrac
método  
Onde: 
 área relativa com a aplicação do método total 
área relativa obtida por fortificação posterior à extracção 
 Os resultados obtidos são apresentados de seguida: 
  
métodoArel
ãosemextracçArel
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TABELA 14 - PERCENTAGEM DE RECUPERAÇÃO DE EXTRACÇÃO PARA O GLICEROL 
Amostras 
(Pg/mL) 
% de 
recuperação 
Média da % de 
recuperação 
50 A 2.3 
2,4 % 50 B 2.3 
50 C 2.6 
100 A 2.4 
2,3 % 100 B 2.2 
100 C 2.3 
 
2.2.5.3. CONCLUSÕES 
O método de análise qualitativa e quantitativa de Glicerol em urina humana por GC-
MS apresenta uma baixa recuperação da fase de extracção, sendo os seus valores médios 
para o nível de 50 Pg/mL e 100 Pg/mL de 2,4% e 2,3%, respectivamente. No entanto, a 
recuperação não é, entre os parâmetros de validação, considerado como essencial para a 
validação de métodos. Vários autores defendem que o valor de recuperação não é 
importante, enquanto os valores para LQ, LD, precisão e exatidão forem aceitáveis 
(PETERS, Franck T., et. al., 2006). 
Uma vez que o objectivo do trabalho era desenvolver um método que permitisse a 
quantificação do Glicerol, mas que também permitisse a sua fácil integração numa das 
triagens existentes no laboratório, a utilização de um solvente mais polar que apresentasse 
uma maior eficiência de extração não foi equacionado. 
Para além disso o LAD pesquisa substâncias na urina em concentrações na ordem 
dos 0,2 ng/mL (e.g. o clembuterol) até aos 150 µg/mL (e.g. a pseudoefedrina). No caso do 
Glicerol os níveis de concentração a pesquisar são de 1,2 mg/mL (i.e., 120x103 µg/mL ou 
12x109 ng/mL), perante esta ordem de grandeza dos valores, o facto de a percentagem de 
recuperação ser pouco superior a 2%, não foi considerado impeditivo da utilização do 
método desenvolvido, uma vez que o método se mostra linear e reprodutível na gama de 
trabalho estudada e o limite de detecção obtido, por aplicação deste método, é cerca de 
200 vezes inferior ao valor limite a partir do qual o glicerol é considerado dopante. 
O LAD considerou que este parâmetro não põe em causa o método, visto que os 
resultados analíticos têm apresentado um elevado grau de confiança no mesmo.  
 
69 | P á g i n a  
 
2.2.6. AVALIAÇÃO DO ARRASTAMENTO 
O arrastamento pode ser definido como um aumento da concentração numa 
amostra, proveniente de restos de analito da amostra anterior, possivelmente existentes 
no injector, no liner, na coluna ou até no detector. 
2.2.6.1. METODOLOGIA 
Foi injectada uma mistura de derivatização antes e após a injecção de uma amostra 
de concentração elevada, de 200 Pg/mL.  
2.2.6.2. CONCLUSÕES 
           Nenhum dos cromatogramas correspondentes às misturas de derivatização 
evidenciou sinais da presença de analitos das amostras a concentração de gama alta. 
Deste modo pode dizer-se que não se verifica arrastamento. 
2.2.7. LINEARIDADE E GAMA DE TRABALHO 
Para a maioria das técnicas analíticas cromatográficas, uma relação de primeira 
ordem, ou seja, linear, é desejada entre a resposta do detector (Y) e a concentração (x) da 
substância nas amostras, podendo ser descrita pela equação de regressão linear y=mx+b, 
onde m é o declive da recta e b a ordenada na origem. A linearidade informa-nos sobre a 
capacidade do método fornecer resultados directamente proporcionais à concentração da 
substância analisada dentro de uma determinada gama de trabalho. O coeficiente de 
determinação (r2), indica haver correlação entre a concentração e o sinal do detector. Se 
este coeficiente for igual a 1 existe uma correlação perfeita entre os eixos x e y, enquanto 
se o coeficiente for igual a 0 indica não haver correlação entre esses valores. 
Para construirmos uma curva de calibração é necessário que esta seja construída, 
no mínimo por 5 pontos que façam parte de uma recta. 
2.2.7.1. METODOLOGIA 
O estudo da linearidade e gama de trabalho foi efectuado com aplicação do 
protocolo 7.0 descrito no procedimento técnico PETC-LADB-051 (VER ANEXO 3). 
A gama de trabalho escolhida foi de 20 Pg/mL a 200 Pg/mL. 
Preparou-se uma curva de calibração entre 20 Pg/mL a 200 Pg/mL. A fortificação 
dos pontos de 20 Pg/mL a 200 Pg/mL foi realizada utilizando uma solução metanólica de 
Glicerol  a  6  μg/mL, com auxílio de uma micropipeta automática 10-100PL. A solução foi 
preparada a partir de diluições da solução mãe preparada a partir do material de referência: 
Glycerol – material de referência certificado – Sigma-aldrich. 
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As concentrações escolhidas para os pontos das curvas de calibração e os 
respectivos volumes utilizados das soluções metanólicas de Glicerol apresentam-se na 
tabela 15.  
TABELA 15 - PREPARAÇÃO DA CURVA DE CALIBRAÇÃO DO ESTUDO DA LINEARIDADE E GAMA DE TRABALHO 
Calibrador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Concentração 
(ng/mL) 
0 20 35 50 75 100 125 150 175 200 
Volume (PL) 0 10 17.5 25 37.5 50 62.5 75 87.5 100 
 
2.2.7.2. TRATAMENTO DOS RESULTADOS  
TABELA 16 - RESULTADOS DO ESTUDO DA LINEARIDADE E GAMA DE TRABALHO PARA O GLICEROL. 
Concentração (Pg/mL) Área Absoluta Área Absoluta do PI Área Relativa 
0 3451 21833 0.16 
20 7925 20724 0.38 
35 14315 26251 0.55 
50 17348 24666 0.70 
75 29505 28329 1.04 
100 37255 27895 1.34 
125 49445 29903 1.65 
150 61535 30872 1.99 
175 71000 30749 2.31 
200 82611 32343 2.55 
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FIGURA 18 - REGRESSÃO LINEAR DO ESTUDO DA LINEARIDADE E GAMA DE TRABALHO 
 
 
 
FIGURA 19 - CURVA DO ESTUDO DA LINEARIDADE E GAMA DE TRABALHO 
 
 
 
 
SUMÁRIO DOS RESULTADOS
Estatística de regressão
R múltiplo 0.999558645
Quadrado de R 0.999117485
Quadrado de R ajustado 0.999007171
Erro-padrão 0.026416581
Observações 10
ANOVA
gl SQ MQ F F de significância
Regressão 1 6.320302608 6.320302608 9057.006 1.6592E-13
Residual 8 0.005582686 0.000697836
Total 9 6.325885294
Coeficientes Erro-padrão Stat t valor P 95% inferior 95% superior Inferior 95.0% Superior 95.0%
Interceptar 0.126902477 0.014610054 8.685968949 2.4E-05 0.093211632 0.160593322 0.093211632 0.160593322
Variável X 1 0.012265707 0.000128884 95.16830468 1.66E-13 0.011968499 0.012562915 0.011968499 0.012562915
RESULTADO RESIDUAL
Observação Y previsto Residuais
1 0.126902477 0.031161005
2 0.372216622 0.010190249
3 0.556202231 -0.010889671
4 0.74018784 -0.036871534
5 1.046830521 -0.00531829
6 1.353473203 -0.017929199
7 1.660115884 -0.006602859
8 1.966758566 0.026471546
9 2.273401247 0.035616932
10 2.580043929 -0.025828179
Variável X 1 Desenho de residuais
-0.05
0
0.05
0 50 100 150 200 250
Variável X 1
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Para provar a linearidade terão de ser cumpridos os seguintes parâmetros: 
x R ≥  0.995 
x [intersecção] 95% = incluir zero 
x Residuais = aleatórios 
O coeficiente de correlação e os residuais apresentaram-se dentro dos parâmetros, 
determinados pelo LAD como necessários, para provar a linearidade em determinada 
gama de trabalho. O parâmetro [intersecção] 95% que se define como sendo necessária a 
intersecção em zero, não é tido em consideração neste método, pelo facto do glicerol existir 
em pequenas quantidades na urina humana. Como tal, existirá sempre uma pequena 
concentração endógena, que é desprezável devido à gama de trabalho ser de uma ordem 
de grandeza muito superior às concentrações eventualmente presentes de glicerol 
endógeno. 
Os indicadores acima citados foram suficientes para a declaração da linearidade 
entre 20 Pg/mL e 200 Pg/mL. 
2.2.7.3. CONCLUSÕES 
O método de confirmação qualitativa e quantitativa de Glicerol em urina humana é 
linear para o Glicerol na gama de trabalho entre 20 Pg/mL e 200 Pg/mL. 
2.2.8. PRECISÃO INTERMÉDIA 
A precisão intermédia é a aproximação entre os resultados das medições da mesma 
mensuranda efectuadas com alterações das condições de medição (tempo, operador, 
calibração, equipamento, entre outros), mas dentro do mesmo laboratório. 
2.2.8.1. METODOLOGIA 
Foram preparadas, em dias diferentes, rectas de calibração e triplicados do controlo 
a 100 Pg/mL. Introduziu-se ainda, num dos dias, a variante operador, de modo a 
demonstrar que a mudança desta variável não altera o desempenho do método. As rectas 
de calibração preparadas continham calibradores nas seguintes concentrações: 
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TABELA 17 - VOLUMES DE SOLUÇÃO DE TRABALHO, PADRÃO INTERNO E URINA ADICIONADOS PARA OS 
CALIBRADORES 
Concentração 
(ng/mL) 
Volume 
(PL) 
Solução 
(mg/mL) 
Padrão Interno 
(Glicerol-D8) 
5 mg/mL (PL) 
Volume de 
urina (mL) 
0 0 
6 60 3 
20 10 
35 17,5 
50 25 
75 37,5 
100 50 
125 62,5 
150 75 
175 87,5 
200 100 
 
 
 
TABELA 18 - VOLUMES DE SOLUÇÃO DE TRABALHO, PADRÃO INTERNO E URINA ADICIONADOS PARA OS 
CONTROLOS POSITIVOS 
Concentração (Pg/mL) 100 
Volume (PL) 60 
Solução (mg/mL) 5 
Padrão Interno (Glicerol-D8) 
5 mg/mL (PL) 
60 
Volume de urina (mL) 3 
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2.2.8.2. TRATAMENTO DOS RESULTADOS  
Foram obtidas diferentes rectas de calibração para cada um dos dias de análise 
apresentando-se uma de seguida a título exemplificativo. 
Nas tabelas seguintes encontram-se os resultados para o estudo da precisão 
intermédia para cada uma das concentrações estudadas. 
Data 
24-02-
2014 
26-02-
2014 
03-03-
2014 
04-03-
2014 
10-03-
2014 
31-03-
2014 
08-04-
2014 
Operador CLA CLA CLA CLA CLA CA CA 
Declive 0.0116 0.0117 0.0128 0.0123 0.0134 0.0123 0.0133 
R 0.996 0.994 0.997 0.999 0.996 0.995 0.998 
100_1 116.85 102.36 94.05 109.28 101.94 110.73 108.05 
100_2 107.11 110.39 92.36 102.46 100.13 113.31 106.12 
100_3 110.36 102.05 99.38 100.16 104.89  105.49 
Média 111.4 104.9 95.3 104.0 102.3 112.0 106.6 
 
TABELA 19 – RESULTADOS OBTIDOS PARA O ESTUDO DA PRECISÃO INTERMÉDIA PARA O NÍVEL DE 
CONCENTRAÇÃO 100 ΜG/ML. 
 
Os resultados deste estudo foram tratados por aplicação da ferramenta ANOVA (do 
inglês, Analysis of variance) através da qual podem ser extraídas estimativas da 
repetibilidade e da precisão intermédia. As expressões necessárias são as seguintes: 
 
 
FIGURA 20 - RECTA DE CALIBRAÇÃO OBTIDA PARA O ESTUDO DA PRECISÃO INTERMÉDIA 
75 | P á g i n a  
 
TABELA 20 – TABELA  ANOVA  “ONE FACTOR FULLY-NESTED DESIGN” 
Fonte Mean square  (MS) Graus de liberdade 
Entre grupos  
1
1
2


 
¦
 
p
xxn
MS
p
i
i
run  
p-1 
Dentro de grupos  
)1(
1 1
2


 
¦¦
  
np
xx
MS
p
i
n
j
iij
r  
p(n-1) 
Total  Pn-1 
 
p é o nº de sequências de análises de cada nível de concentração. Uma sequência para 
cada dia. n é o número de replicados em cada sequência. ijx  representa um replicado 
individual (replicado j) obtido na sequência i. ix representa a média de n replicados obtidos 
na sequência i, e finalmente, x é a média das média de p sequências. 
TABELA 21 – CÁLCULO DAS ESTIMATIVAS DE PRECISÃO. 
Precisão Expressão 
Repetibilidade (sr) rr MSs   
Between-run precision (srun) 
n
MSMSs rrunrun
  
Precisão intermédia (sI)    22 runrI sss   
 
A precisão obtida nestas condições é representada de acordo com a norma ISO 
5725-3:1994 como s(ETOC) 
(E – Equipamento; T – Time; O – Operator e C – Calibration), conforme os factores 
variados. 
Determinou-se o desvio padrão e o coeficiente de variação ao longo da gama de 
trabalho.  
 - Se o desvio padrão for aproximadamente constante ao longo da gama de concentração, 
pode considerer-se desvio padrão como o valor calculado por análise de todos os 
resultados obtidos ao longo da gama de trabalho. É aplicado o teste F para testar a 
homogeneidade de variâncias. 
- Se o coeficiente de variação for aproximadamente constante ao longo da gama de 
trabalho, é aplicada a equação 4 para calcular um coeficiente de variação ponderado.  
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....1)(n1)(n
.....1)CV(nCV1)(n
21
2
22
2
11

u poolCV  
- Se, simultaneamente, o desvio padrão e coeficiente de variação não forem constantes 
ao longo da gama de trabalho, deve ser reportado, para cada gama de trabalho o 
respectivo desvio padrão. 
 Na Tabela 25, apresentam-se os resultados obtidos por aplicação da Ferramenta 
ANOVA “one  factor  fully-nested design”. 
TABELA 22 – TRATAMENTO DOS DADOS PARA O NÍVEL 1 – 100 µG/ML. 
TABELA ANOVA - NÍVEL 1 
Média   105.21 ng/mL 
Repetibilidade  3.76 3.6% 
Limite de repetibilidade  12.42 12% 
Between-run   5.02  
Nº pontos   7  
Precisão intermédia  6.28 5.97% 
 
2.2.8.3. CONCLUSÕES 
A precisão intermédia combinada é de 5,97%. O valor do CV para a Repetibilidade 
do Método é de 3,6%, o que se encontra de acordo com o critério em vigor (CV < 10 % na 
gama média). 
2.2.9. AVALIAÇÃO DA EXACTIDÃO 
A exactidão representa o grau de concordância entre os resultados obtidos e o valor 
real. A exactidão é avaliada utilizando resultados experimentais obtidos na precisão. 
2.2.9.1. METODOLOGIA 
O estudo da avaliação da exactidão foi efectuado por aplicação do protocolo 6.0 
descrito no procedimento geral PGER-LADB-015 (VER ANEXO 3).  
A grandeza principal a determinar neste estudo é a percentagem de recuperação 
do método (a razão entre o valor observado e o valor esperado), de forma a investigar a 
existência de erros sistemáticos e estimar a incerteza associada à recuperação do método 
U( R ), como dado de entrada do procedimento de cálculo de incertezas. 
Foram utilizadas as mesmas curvas de calibração usadas na avaliação da Precisão 
Intermédia para a avaliação da exactidão do método. 
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Para cada dia e cada nível de concentração, calculou-se a recuperação (Equação 1). 
Para cada nível, calculou-se a recuperação média (Equação 2). Foi aplicado um teste 
estatístico de forma a averiguar se a recuperação média é significativamente diferente de 
100% (equação 3).  
x Se tExp < tcrit, então R não é significativamente diferente de 100 % e U( R ) é 
calculado com base nas equações 4 e 5. 
x Se tExp t tcrit então R é significativamente diferente de 100 %. Quando não são 
introduzidos factores de correcção, u( R ) é calculado de acordo com a equação 
6. Neste caso, a incerteza é aumentada de forma a contemplar este factor 
adicional de incerteza. 
Spike
iObs
i C
C
R    Equação 1    p
R
R
p
i
i¦
  1   Equação 2       
R
Exp U
R
t
%
1
      Equação 3 
p
sU obsR  % Equação 4  R
UU RR % Equação 5       
 
R
k
RU
U
R
R
2
2
%
1
¸¸¹
·
¨¨©
§ 
         Equação 6 
Onde: 
   tcrit: é o valor crítico bi-caudal para p-1graus de liberdade e 95 % de confiança. 
sobs é o desvio padrão de p valores de Ri obtidos em condições de precisão intermédia. 
  Ri é a recuperação média de n replicados obtidos em condições de repetibilidade. 
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2.2.9.2. TRATAMENTO DE RESULTADOS 
 
TABELA 23 – DADOS E TRATAMENTO DOS DADOS USADOS NO ESTUDO DA EXACTIDÃO. 
AVALIAÇÃO DO BIAS 
Dia 
Nível 1 
Média % 
1 111.44 111.4% 
2 104.93 104.9% 
3 95.26 95.3% 
4 103.97 104.0% 
5 102.32 102.3% 
6 112.02 112.0% 
7 106.55 106.6% 
Valor teórico 100 
Média 105.2% 
s 0.057 
CV % 5.4% 
n 7 
Incerteza de % R 0.0216 
Texp 2.41 
Tcrítico 2.45 
Incerteza padrão 
relativa 
2.05% 
 
2.2.9.3. CONCLUSÕES 
Foi feita uma avaliação dos Bias utilizando os valores obtidos para o estudo da 
exactidão. Este estudo permite determinar a contribuição da exactidão na incerteza final 
do método ao valor limite. O valor obtido para a Incerteza de Exactidão (U R ) para a 
substância em estudo em estudo foi de 2.05%. 
  
79 | P á g i n a  
 
2.2.10. ROBUSTEZ DO MÉTODO 
Ao longo da validação fizeram-se variar factores que poderiam influenciar os 
resultados obtidos por aplicação do método. Foram usadas diferentes soluções de glicerol 
e os resultados foram obtidos por diferentes operadores. No equipamento foram 
efectuadas manutenções, tais como, mudanças do septo e liner e limpeza da fonte de 
ionização. Nenhum destes factores afectou significativamente o desempenho do método. 
 
2.3. CONCLUSÕES  
O método de confirmação quantitativa e qualitativa de glicerol em urina humana por 
GC/MS possui características de desempenho concordantes com os requisitos aplicáveis 
pelo que é considerado validado e apto ao uso no equipamento HP GC 6980/MSD 5973.  
 
TABELA 24 – SUMÁRIO DAS CARACTERÍSTICAS DE DESEMPENHO DO MÉTODO. 
Parâmetro Resultado 
Limite de detecção 6,3 Pg/mL 
Limite de quantificação 20 Pg/mL 
Recuperação de extracção 
Gama 50 2,4 % 
Gama 100 
83% 
2,3 % 
Arrastamento Não se verificou fenómenos de arrastamento até 200 
Pg/mL. 
Linearidade e gama de trabalho Entre 20 Pg/mL e 200 Pg/mL 
Precisão intermédia combinada 5,97% 
Exactidão 2,05% 
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3. DISCUSSÃO DOS RESULTADOS 
3.1. PREPARAÇÃO DA AMOSTRA DE URINA PARA ANÁLISE DO 
GLICEROL 
Em relação à preparação das amostras, os aspectos mais importantes em amostras 
de urina consistem normalmente na necessidade de se proceder à hidrólise dos 
conjugados, extracção e derivatização dos compostos e/ou seus metabolitos. 
3.1.1. HIDRÓLISE 
As substâncias, depois de metabolizadas no organismo, são normalmente 
conjugadas com compostos endógenos, como por exemplo, ácido glucurónico ou sulfatos, 
por forma a favorecer a sua eliminação. 
Para proceder à hidrólise dos conjugados, nas amostras de urina, pode recorrer-se 
à hidrólise ácida ou enzimática. A hidrólise ácida tem a vantagem de permitir uma hidrólise 
eficaz e rápida dos metabolitos conjugados, contudo tem a limitação de poder causar 
alteração ou decomposição de alguns compostos. Por tudo isto, é frequente recorrer-se à 
hidrólise enzimática, particularmente importante para compostos sensíveis ao pH, apesar 
de ser mais dispendiosa e requerer mais tempo. Os aspectos importantes na hidrólise 
enzimática são as condições de incubação que devem ser controladas no que diz respeito 
à estabilidade e grau de hidrólise, e o tipo de enzima a utilizar, tendo em conta uma 
conjugação com ácido glucorónico e/ou sulfatos (Flanagan et al., 2007). 
 No entanto, alguns compostos, como é o caso do glicerol, são excretados livres. 
No caso deste método não foi necessária a submissão da amostra a uma hidrólise, isto 
porque o glicerol não se conjuga, sendo excretado na forma livre.  
3.1.2. EXTRACÇÃO  
Dependendo dos compostos a analisar, a extração pode ser líquido-líquido, sólido-
líquido ou nem ser necessário nenhum processo extractivo dos compostos a partir da 
matriz. Neste caso, o foco incide apenas a extracção líquido-líquido, visto que o laboratório 
apresentou esta preferência, por forma, a no futuro, ser enquadrado numa das triagens 
que recorrem à extracção líquido-líquido.  
3.1.2.1. EXTRACÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO 
A extração líquido-líquido é um método utilizado para isolar e concentrar solutos 
para análise por GC ou LC. Sendo o material biológico de natureza aquosa, e os compostos 
para análise regra geral lipófilos, a extracção faz-se com solventes não polares, de acordo 
com a solubilidade dos compostos a extrair. Quando os compostos não são solúveis em 
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solventes orgânicos imiscíveis na água, recorre-se a solventes polares, como acetato de 
etilo, metanol, ou outros, mas adoptando proporções que permitam a separação das fases. 
O pH da amostra é ajustado para assegurar que os compostos a serem extraídos não 
sejam ionizados (básicos para as bases e ácidos para os compostos ácidos), para que se 
dissolvam no solvente orgânico usado (Moffat et al., 2005). O glicerol, sendo um composto 
extremamente polar, é mais facilmente extraído em solventes polares, no entanto, pode 
ser extraído em solventes não polares, como o éter. 
3.1.2.1.1. EFEITO DE SALTING-OUT 
Uma desvantagem da utilização de solventes orgânicos não polares, imiscíveis em 
água, é que, devido às suas baixas constantes dieléctricas, estes são relativamente pouco 
eficientes na extracção de solutos polares. Sabe-se que, a adição de um sal inorgânico 
numa mistura de água, e um solvente orgânico miscível em água, leva a uma separação 
do solvente da mistura e a formação de um sistema de duas fases. Diferentes sais e 
diferentes concentrações de sal originarão diferentes graus de separação das fases 
(Majors, 2009).  
O efeito de salting-out também pode ser utilizado para melhorar a extracção em 
solventes orgânicos imiscíveis não polares. Para analitos que são mal extraídos com 
solventes orgânicos habitualmente utilizados no trabalho de rotina (por exemplo, éter 
dietílico), o salting-out pode melhorar a eficiência da extracção de vários compostos 
orgânicos a partir de soluções aquosas e, portanto, melhorar a sensibilidade e a precisão 
da análise (Majors, 2009).  
3.1.2.2.  OPTIMIZAÇÃO DA EXTRACÇÃO 
De forma a encontrar o solvente mais adequado ao método em estudo, recorreu-se 
a algumas experiências no sentido de optimizar o processo de extração. Utilizaram-se 
então, dois solventes orgânicos de utilização comum em vários procedimentos de extração 
do LAD, a dois valores diferentes de pH e à utilização, ou não, de efeito salting-out. 
A optimização da extracção procedeu-se da seguinte forma: em 8 tubos foram 
colocados 3 mL de urina, a todos adicionou-se o padrão interno e fortificou-se com glicerol 
por forma a obter uma concentração de 500 µg/mL. A 4 das amostras adicionou-se 500 µL 
de KOH 5N, que tem um pH de 14 e às outras 4 adicionou-se 1 mL de uma solução de 
tampão Carbonato/Bicarbonato 20%, que tem um pH que varia entre 9-10. A duas das 
amostras sujeitas a ambas as condições apresentadas anteriormente, adicionou-se 5 mL 
de éter terc-butilmetílico e às outras 2, 5 mL de éter dietílico. Posteriormente, a cada 1 das 
amostras sujeitas às condições anteriormente apresentadas, foram adicionados 2 g de 
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sulfato de sódio, ao passo que, à outra nada foi acrescentado. Este processo foi feito em 
duas amostras, a amostra A e a B. Em paralelo, fortificou-se uma amostra com a mesma 
concentração, no entanto, esta não foi extraída. De seguida apresenta-se um esquema 
representativo de todos os passos de optimização da extracção. 
  
FIGURA 21 – ESQUEMA REPRESENTATIVO DOS PROCEDIMENTOS ADOPTADOS NA OPTIMIZAÇÃO DA 
EXTRACÇÃO. 
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TABELA 25 – TABELA COM OS RESULTADOS DA RECUPERAÇÃO DA FASE DE EXTRACÇÃO. 
De forma a comparar a eficiência de cada processo, foi calculada a razão entre as 
áreas obtidas para o glicerol e a área obtida para o padrão interno adicionado a cada 
amostra, desta forma podemos considerar que razões maiores representam métodos mais 
eficazes. 
A eficiência da extracção foi evidentemente superior com o solvente éter terc-
butilmetílico, facto evidenciado pelas razões das áreas entre o glicerol e o PI serem maiores 
para o caso da extracção com éter terc-butilmetílico (razão = 1,12624) comparativamente 
às razões obtidas com o outro solvente testado. Isto deve-se ao facto do éter dietílico ser 
menos polar que o solvente éter terc-butilmetilico. Como o glicerol é uma molécula 
extremamente polar é melhor extraído em solventes polares. Ambos os solventes 
experimentados são não-polares, portanto o glicerol foi melhor extraído no solvente mais 
polar, o éter terc-butilmetílico. Experimentaram-se duas soluções com pH diferentes, uma 
solução de KOH 5N com pH= 14 e um tampão carbonato/bicarbonato 20% com pH 9-10. 
Apesar das diferenças entre as razões das áreas entre o glicerol e o PI não serem 
significativas, a extracção é ligeiramente superior com a solução de pH = 14 (razão= 1,126 
para pH 14 vs razão = 1,080 para pH 9-10). No entanto, optou-se por usar o tampão com 
pH 9-10 porque o procedimento de triagem em uso no laboratório onde o glicerol será mais 
fácil integrar, usa o valor de pH de extracção de 9-10, e a diferença não ser assim tão 
grande em relação ao pH 14, decidiu-se utilizar a extracção a pH 9-10. O último teste foi 
Glicerol PI Glicerol PI Glicerol PI Glicerol PI
1850899 1643426 502602 1910142 2134968 1976466 595690 1973921
Glicerol PI Glicerol PI Glicerol PI Glicerol PI
1021013 2065231 238262 2167385 738778 1957300 147739 1804670
Glicerol PI Glicerol PI Glicerol PI Glicerol PI
1160045 2063239 337534 1898513 1344438 2226095 528641 2059264
Glicerol PI Glicerol PI Glicerol PI Glicerol PI
586728 2072868 105757 1941958 694779 2223304 224499 1976298
pH 9/10
A3 A4
Razao
0,37745 0,08186
Razao
1,08019 0,30178
A7 
Éter dietílico
295,21659
A1
A6
Razao Razao
Razao
Razao
A8 
Amostra A
c/ sulfato de sódio
pH 14
1,12624
Razao Razao
A2 
Éter terc- butilmetílico
Razao Razao
S/ extracçao
s/ sulfato de sódio
0,26312
0,49438 0,10993
A5 
c/ sulfato de sódio s/ sulfato de sódio
B5 B6 B7 B8 
0,113600,312500,054460,28305
Razao Razao
s/ sulfato de sódio
B3 B4 
Razao Razao
0,60394 0,25671
Razao
0,56224
B2 
Razao
0,17779
c/ sulfato de sódio
pH 14 pH 9/10
S/ extracçao
Éter dietílico
Éter terc-butilmetílico
295,21659
Amostra B
c/ sulfato de sódio s/ sulfato de sódio
B1 
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feito com a adição de 2 g de sulfato de sódio. O efeito de salting-out provou aumentar cerca 
de 5 vezes o rendimento da extracção. Como tal, a extracção mostrou-se suficientemente 
eficaz usando: 
x 5 mL de solvente éter terc-butilmetílico 
x 1 mL de tampão carbonato/bicarbonato 20% 
x 2 g de sulfato de sódio. 
3.1.3. DERIVATIZAÇÃO DA MOLÉCULA DE GLICEROL 
Devido à alta polaridade do glicerol e à sua baixa volatilidade é necessário que se 
proceda à sua derivatização, com o objectivo de diminuir a polaridade e aumentar a 
volatilidade, para que seja possível a sua análise por GC-MS. 
A derivatização é um processo que promove a introdução de grupos que conferem 
à molécula uma menor polaridade e, consequentemente, uma maior volatilidade, sendo 
assim possível a sua análise por cromatografia gasosa. A redução da polaridade é 
responsável por minimizar adsorções indesejáveis e não específicas na coluna e também 
pela obtenção de picos com uma melhor resolução. É também utilizada nos casos em que 
o espectro de massas de compostos não derivatizados apresentam poucos iões 
diagnóstico porque após a derivatização a estrutura química da molécula muda e, 
consequentemente, os padrões de fragmentação também serão alterados (Segura, 1998). 
Existem diferentes métodos de derivatização, cuja selecção depende sobretudo do 
tipo de grupos existentes na molécula em estudo. Um dos métodos mais usados, em 
análises de dopagem, é a sililação, em que os derivados se formam por substituição de 
protões lábeis existentes em grupos funcionais da molécula como alcoóis, tióis, ácidos 
carboxílicos, aminas e amidas. O procedimento mais comum de sililação é a 
trimetilsililação. Estes derivados trimetilsililo (TMS) combinam estabilidade química e 
térmica e elevada volatilidade (Segura, 1998). Neste trabalho analítico foi adoptada a 
trimetilsililação do glicerol, por meio do MSTFA (N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida). 
3.1.4. PADRÃO INTERNO 
A utilização de um padrão interno (PI), em todo o processo analítico torna-se muito 
importante, visto que permite detectar erros sistemáticos que podem afectar todo o 
procedimento analítico, conferindo, dessa forma, maior fiabilidade nos resultados obtidos. 
Os análogos deuterados dos compostos a analisar (isótopos) são os preferidos já que, para 
além de terem comportamento semelhante nos processos extractivos e de derivatização, 
terão uma fragmentação mais semelhante à do analito. Têm, no entanto, a desvantagem 
de serem mais dispendiosos (Flanagan et al., 2007). 
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Um padrão interno ideal deve cumprir alguns critérios, sendo eles: 
o Ser completamente resolvido a partir de substâncias conhecidas e 
desconhecidas no cromatograma, 
o Eluir próximo do pico de interesse, preferencialmente depois,  
o Ter uma resposta similar no detector à do analito (altura ou área do pico), 
o Possuir propriedades químicas e físicas similares ao analito, 
o  Poder ser derivatizado da mesma maneira que o analito, 
o Ser estável química e fisicamente em solução no armazenamento e durante a 
análise, 
o Estar facilmente disponível com pureza adequada (Flanagan et al., 2007). 
Idealmente, um padrão interno deuterado terá a mesma recuperação na extracção, 
a mesma resposta de ionização em ESI-MS e um tempo de retenção (Tr) cromatográfico 
muito próximo do analito (Web Page, AptoChem). Infelizmente nem sempre se encontram 
disponíveis substâncias deuteradas que possam ser utilizadas como padrões internos. 
Felizmente esse não é o caso do Glicerol.  
 O PI utilizado neste método foi um deuterado: Glicerol D8 (ver figura 22 e 23). 
 
FIGURA 22 – ESTRUTURA QUÍMICA DO GLICEROL D8 (SIGMA-ALDRICH) 
 
FIGURA 23 – ESPECTRO DE MASSA DO GLICEROLD8-TRIS-TMS, EM MODO SIM. 
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3.2. FRAGMENTAÇÃO DO GLICEROL 
No analisador de massas há um bombardeamento de electrões, que ionizam as 
moléculas, dando origem à sua fragmentação. Apresenta-se, de seguida, a fragmentação 
do glicerol depois de derivatizado com MSTFA. 
 
FIGURA 24 - FRAGMENTAÇÃO CARACTERÍSTICA DO GLICEROL-TRIS-TMS. 
Perdas comuns de 15 unidades de massa atómica (-CH3) e de 90 (-TMSOH) do ião 
molecular m/z 308 dão origem à produção de fragmentos iónicos em m/z 293 e m/z 218 e 
clivagens das ligações C-C do glicerol dão origem a m/z 103 e m/z 205, como fragmentos 
complementares. Em adição, o ião de m/z 117 é produzido a partir do ião molecular por 
eliminação do grupo metilo do resíduo TMS (presumidamente produzindo um intermediário 
formado m/z 293) acompanhado pela libertação do TMS-CH2-O-TMS (-176 unidades de 
massa atómica). Ainda assim, os iões que caracterizam o glicerol produzem fragmentos 
abundantes da trimetilsililação, tais como, m/z 147, m/z 133 e m/z 73.  
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FIGURA 25 - ESPECTRO DE MASSA DO GLICEROL-TRIS-TMS, EM MODO SIM. 
 
 
FIGURA 26 - ESPECTRO DE MASSA DO GLICEROL-TRIS-TMS, EM MODO SCAN. 
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4. APLICABILIDADE DO MÉTODO 
Foram analisadas amostras provenientes de ensaios interlaboratoriais a fim de se 
comparar os valores obtidos pelo método de confirmação qualitativa e quantitativa de 
glicerol por GC/MS e os valores esperados. Os resultados são descritos na tabela seguinte: 
 
TABELA 26 – RESULTADOS OBTIDOS NA ANÁLISE DE AMOSTRAS DE ENSAIOS INTERLABORATORIAIS. 
Ensaio 
Interlaboratorial 
Amostra 
Concentração 
Esperada 
(mg/mL) 
Valor de 
Concentração 
Obtido 
(mg/mL) 
Valor da 
Incerteza 
combinada 
ao Valor 
Limite a 
reportar 
(mg/mL) 
2013EducEQAS Glycerol2013 * 1.42 ±  0.18 0.07 
WAADS_QA2013 QA2013_1E 2.1 2.05 ±  0.27 0.07 
* O valor da Concentração Esperada ainda não foi fornecido até à data da emissão desta 
dissertação. 
 
Da análise dos resultados, verifica-se que os valores obtidos para a amostra 
QA2013_1E se aproximam dos valores da concentração esperada, deste modo consegue-
se demonstrar a eficácia na aplicabilidade do método de confirmação.  
Os critérios qualitativos e quantitativos da amostra 2013EducEQAS encontram-se 
no ANEXO 5 e os da amostra WAADS_QA2013 encontram-se no ANEXO 6.  
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No âmbito do 2nd International Meeting in Forensic Sciences and Criminal 
Behaviour apresentou-se o seguinte poster: 
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CONCLUSÕES FINAIS 
Esta dissertação de mestrado assumiu como principal objectivo a validação de um 
método qualitativo e quantitativo de glicerol por GC/MS. Poucos métodos tinham sido 
publicados até à data da elaboração desta dissertação, sendo a maioria destes 
direccionados para uma outra matriz, o plasma. Este método foi desenvolvido para ser 
posteriormente utilizado como método qualitativo e quantitativo de glicerol em urina por 
GC/MS, no Laboratório de Análises de Dopagem de Lisboa.  
O trabalho iniciou-se com uma revisão bibliográfica sobre o tema. Nesta etapa 
tentou perceber-se quais são potenciais benefícios relativamente ao consumo de glicerol. 
Sendo esta molécula um expansor plasmático, esta substância é usada e consumida pelos 
atletas com o intuito de mascarar outras práticas dopantes, nomeadamente, a ingestão de 
EPO  e,  levando  deste  modo,  à  “diluição”  dos  parâmetros  sanguíneos,  desejavelmente  para  
valores normais, pela retenção de líquidos no plasma. 
Para evitar qualquer tipo de vantagem ilegal entre atletas, a AMA decidiu, em 2010, 
proibir o consumo de glicerol a partir de determinada concentração. No entanto, como se 
trata de uma substância endógena, em 2013, foi definida uma concentração a partir da qual 
o glicerol é considerado dopante, sendo este valor limite de 1 mg/mL. 
A parte experimental do trabalho teve lugar no Laboratório de Análises de Dopagem 
de Lisboa. Na optimização do método teve-se em consideração as necessidades do 
laboratório em questão. Os solventes, reagentes e soluções de trabalho existentes no LAD 
foram tidos em conta no desenvolvimento deste método.  
A validação provou que o método é linear entre 20 – 200 µg/mL, tendo um LD de 
6,3 µg/mL e um LQ de 20 µg/mL. Este método possui uma precisão de 5,97 % e uma 
exactidão de 2,05 %. A recuperação da fase de extracção apresentou-se baixa, sendo esta 
de 2,4 % para a gama 50 µg/mL e de 2,3 % para a gama 100 µg/mL. Este parâmetro foi o 
que requereu o maior cuidado durante a validação, no entanto, após várias pesquisas, o 
LAD decidiu aceitar esta recuperação, visto que, os outros parâmetros da validação 
apresentaram uma boa performance. Os resultados obtidos na recuperação não colocam 
em causa a aplicação deste método, como se pode verificar nos resultados obtidos nos 
ensaios interlaboratoriais.  
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